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Estudios realizados en diferentes tejidos malignos indican la expresión 
diferencial de varios genes HOX en los que la sobre-expresión de HOXB13 en tejidos 
mamario, ovárico y cervical muestra una fuerte correlación con la presencia de 
malignidad. La cuantificación de los niveles de expresión HOXB13 mediante PCR 
Tiempo Real en tejido mamario con patología maligna muestra una sobre expresión 
de hasta 132,364. 63 veces. Para realizar el silenciamiento del gen HOXB13, en esta 
tesis se diseñó una estrategia experimental usando diferentes RNAs de interferencia 
(RNAi’s) dirigidos a HOXB13. Los RNAi’s I y II mostraron el silenciamiento de la 
expresión del RNAm y de la homeoproteína HOXB13 y afectaron la viabilidad 
celular de B16F10 en un 64% con el RNAi II y en un 47% con el RNAi I a 0.8µg 
totales mientras que el efecto combinado de estos RNAi’s no mostraron un efecto 
aditivo (45%). Los RNAi’s III y IV no afectaron la expresión del mensajero mientras 
que la viabilidad celular fue afectada en un 47% con 0.8µg totales del RNAi IV. Por 
otro lado, la combinación del RNAi I con el quimioterapéutico Doxorrubicina 
incrementó el efecto en la viabilidad celular en un 16% con 0.8µg y un 26% con 0.6 
µg totales en contraste no se detectó el efecto aditivo del quimioterapéutico 
Doxorrubicina con el RNAi II. Asimismo, la combinación del RNAi II con el 
quimioterapéutico Cisplatino incrementó el efecto en 16 y 15% de la viabilidad 
celular con 0.8 y 0.6 µg totales respectivamente, en contraste con el RNAi I que no 
mostró un efecto aditivo con este quimioterapéutico. En ésta tesis demostramos que el 
silenciamiento de Hoxb13 con los RNAi´s I y II afectó la expresión génica y la 
viabilidad de las células B16F10 mostrando el mayor efecto con el RNAi II, que en 
combinación con cisplatino presentó un efecto máximo del 79% en la reducción de la 
viabilidad celular, por lo que la inhibición mediada por RNAi’s a Hoxb13 es un 
modulador proliferativo de las células B16F10 de melanoma de ratón. El 
silenciamiento del gen HOXB13 mediante RNAi’s mostrado abre la posibilidad de 
explotar su uso potencial con fines terapéuticos en carcinomas donde se ha detectado 







Studies in different malignant tissues showed differential expression of several 
HOX genes in which HOXB13 over-expression in breast, ovarian and cervical cancer 
is associated to malignancy. Quantification of HOXB13 expression levels by Real 
Time PCR in breast tissue malignancy show HOXB13 over-expression of up to 
132,364. 63 times. Therefore, in this thesis we designed an experimental strategy 
using different interfering RNAs (RNAi's) for HOXB13 gene silencing. HOXB13 
RNAi's I and II showed silencing of mRNA and HOXB13 homeoprotein expression, 
and also affected B16F10 cell viability by 64% with RNAi II and 47% with RNAiI 
while combination of these RNAi's did not show an additive effect (45%). At the 
contrary, HOXB13 RNAi's III and IV did not affect the expression of mRNA while 
cell viability was affected in 47% with RNAi IV. On the other hand, combination of 
RNAi I with Doxorubicin increased the effect on cell viability by 16% with 0.8µg and 
26% with 0.6 mg total whereas no additive effect was detected with Doxorubicin in 
combination with RNAi II. Also, combination of RNAi II with Cisplatin increased the 
effect in 16 and 15% cell viability with 0.8 and 0.6 mg total respectively, in contrast 
RNAi I showed no additive effect with this chemotherapeutic. In summary, our 
results show silencing of Hoxb13 with RNAi's I and II wit effect on the viability of 
B16F10 cells showing the greatest effect with the RNAi II, which in combination 
with Cisplatin had a maximum effect of 79% in reduction of cell viability, so Hoxb13 
RNAi’s is a modulator of cell proliferation of B16F10 mouse melanoma. HOXB13 
gene silencing by RNAi's opens the possibility of exploiting their potential use for 
therapeutic purposes in carcinomas where HOXB13 was detected over-expressed with 













Un gran número de genes HOX se encuentran expresados en patrones 
aberrantes con efectos oncogénicos que contribuyen a la malignidad. Dentro de estos 
HOXB13 se encuentra sobre-expresado en un alto porcentaje de líneas celulares de 
cáncer de ovario, de mama, de cáncer de cérvix y su alta expresión en cáncer de 
mama está asociada con la agresividad del curso clínico de la enfermedad comparado 
con tumores de cáncer de mama donde no está expresado. Por lo que se ha postulado 
a HOXB13 con un papel clave en la progresión tumoral del cáncer mamario. 
Adicionalmente, la pérdida del fenotipo en ratones knock-out de Hoxb13 sugiere una 
fuerte relación con la diferenciación y reparación epidermal ya que HOXB13 está 
expresado en piel de adulto y feto, en humanos (Kömüves et al., 2003 y Stelnicki et 
al., 1998) y su expresión está regulada negativamente en piel fetal, permitiendo la 
regeneración en cicatrices. Estos resultados sugieren que la supresión de Hoxb13 
puede ser un componente necesario para obtener la reparación optima en piel (Mack 
et al., 2005) y los ratones knock-out sanan con menos cicatrices comparados con los 
wild-type (Passi et al., 2004). 
La desregulación de genes HOX está presente en diversos tipos de cáncer 
incluyendo melanomas (Grier et al., 2005) sin embargo la comprensión de la genética 
y biología molecular del cáncer no han permitido a la fecha el uso de tratamientos 
eficaces en patologías metastásicas. Además, en la epidermis adulta se expresan 
varios genes HOX, entre ellos HOXB13 y continuamente se renueva en un programa 
de arresto del crecimiento celular, diferenciación y una forma especializada de 
apoptosis cornificación; (Mack et al., 2005). Utilizando fibroblastos del segundo 
tercio de la etapa fetal de ratones y piel de humano adulto se ha demostrado que 
Hoxb13 es diferencialmente expresado en feto comparado con adulto. 
Interesantemente, Hoxb13 sobre expresado en keratinocitos de rata cambia 
radicalmente el crecimiento de las células por lo que estos resultados sugieren que la 




Debido a la sobre-expresión de HOXB13 en diferentes tipos de las células con 
patología maligna y a la evidencia que la regulación negativa de HOXB13 es 
necesaria para la reparación en etapa fetal en esta tesis se utilizó una estrategia 
experimental con RNAi’s como una herramienta directa para el knockdown o 
silenciamiento del gen Hoxb13 en la línea celular B16F10 de melanoma de ratón que 



































El uso de RNAi’s que permitan el silenciamiento de la expresión del gen HOXB13 
es de gran importancia para el análisis de métodos eficaces que permitan combatir 
diversas patologías malignas que presentan sobre-expresión de HOXB13. Así mismo, 
esta estrategia experimental de silenciamiento génico puede ser utilizada 
potencialmente en la reparación de tejido cutáneo y abre la posibilidad para estudios 
in vivo en ratones que permitan el análisis de tratamientos eficaces en diversos 



























3. OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar el efecto del silenciamiento de los RNAi’s para HOXB13 en la 
expresión génica y viabilidad celular. 
 
3.1. OBJETIVOS PARTICULARES 
1) Seleccionar la línea celular con mejor expresión de HOXB13 mediante 
RT/PCR para la detección del silenciamiento génico. 
2) Analizar el efecto de los RNAi’s para HOXB13 en la expresión de los RNAms 
en la línea celular seleccionada. 
3) Determinar el efecto del silenciamiento de los RNAis para HOXB13 en la 
expresión de la homeoproteína HOXB13. 
4) Analizar el efecto del silenciamiento los RNAi’s para HOXB13 en la 
viabilidad celular.  
5) Determinar el efecto combinado de los RNAi’s para HOXB13 con los 




















4.1 Genes HOX 
Los genes homeóticos descubiertos en la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster, permiten la regulación del control maestro de la morfogénesis y 
diferenciación celular durante el desarrollo del cuerpo de los organismos 
multicelulares así como el mantenimiento de los tejidos y órganos en el adulto. 
La clave para la identificación de los genes involucrados en el control genético 
del desarrollo fueron las mutaciones espontáneas en Drosophila melanogaster, con 
transformaciones que substituyen una parte del cuerpo por otra, como dos pares de 
alas en vez de uno (bithorax) o patas en lugar de antenas. Estas mutaciones fueron 
denominadas transformaciones homeóticas en base al término “homeosis”, que 
describe la transformación de un segmento por uno de estructura homóloga y fueron 
descubiertas desde inicios del siglo pasado por el grupo de H. Morgan et al. Estas 
aportaron la clave para la identificación de los genes maestros que regulan la 
especificación del plan del cuerpo (García-Bellido, 1977, Lewis, 2000). 
El advenimiento de la tecnología del DNA recombinante permitió clonar los 
genes homeóticos responsables de éstas mutaciones en el complejo Bithorax y 
Antennapedia (Complejo Homeótico o HOM-C) dando inicio al estudio de los 
mecanismos mediante los cuales éstos genes controlan el desarrollo (Karch et al., 
1985, Scott, et al., 1983, Kuroiwa et al., 1985). Como consecuencia, el aislamiento de 
los genes homeóticos en D. melanogaster inició una época dorada que ha permitido el 
mejor entendimiento de los mecanismos del control genético del desarrollo. 
El locus del complejo Antennapedia (Antp) se extiende en una larga región del 
cromosoma (100 Kpb) con exones e intrones tan grandes como 60 Kpb. Experimentos 
realizados en Antp por Walter Gehring et al., demostraron que los genes homeóticos 
comparten un segmento de DNA de 180 pb altamente conservado “Homeobox” el 
cual codifica para una secuencia aminoacídica denominada homeodominio (HD) de 
60 residuos altamente conservados y en consecuencia reconocen secuencias de unión 
al DNA muy similares mediante una hélice de reconocimiento (Gehring et al., 1987, 
Gehring et al., 1994).  
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 Durante las últimas décadas, varios cientos de genes conteniendo el homeobox 
han sido aislados en organismos tan diversos que van desde las levaduras hasta los 
vertebrados superiores (Sheperd et al., 1984; Wang et al., 1993, Wysocka et al., 1989, 
Holland et al., 1992, Acampora et al., 1989).  
Los homeodominios de anfibios y vertebrados superiores tales como los del 
ratón y el hombre difieren en un sólo residuo aminoacídico con Antp, que es el 
ortólogo en la mosca de la fruta. Esto demuestra la presencia de una fuerte presión 
evolutiva para conservar la secuencia de aminoácidos de los homeodominios, si 
consideramos que los vertebrados e insectos se separaron y evolucionaron 
independientemente por más de 500 millones de años. Por otro lado, la distribución 
co-linear de los genes HOX agrupados y distribuidos en el cromosoma de acuerdo a 
su expresión a lo largo del eje antero-posterior del cuerpo (Figura 1), corroboran sin 
lugar a dudas su alto grado de conservación evolutiva (Gehring et al., 1994, Grier et 
















En mamíferos, los 39 genes HOX que han sido identificados hasta la fecha 
están organizados en cuatro grupos cromosómicos individuales (A-D en humano, a-d 
en ratones), probablemente surgidos de dos eventos de duplicación de un grupo 
ancestral. Basados en homología de secuencias y localización dentro del grupo, a los 
genes HOX se les han asignado trece grupos parálogos. Los genes HOX en 
Figura 1. Expresión co-linear de los genes HOX. Se muestra la expresión de los genes HOX 
a lo largo de los ejes antero–posteriores y cráneo-caudales en Drosophila melanogaster y 
vertebrados respectivamente. 
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vertebrados se dividen en dos clases: genes Clase 1 organizados en cuatro complejos 
(HOXA, HOXB, HOXC, y HOXD); y la Clase 2 o genes divergentes, en donde se 
encuentran los genes Pax, Msx, Irq, y Dlx, llamados de acuerdo a su respectivo 
ortólogo en D. melanogaster (pair, muscle segment, iroquois, y distal-less, 
respectivamente (Fu et al., 2003). 
La familia de genes HOX de la clase 1 es homóloga funcional como 
estructuralmente al complejo homeótico (HOM-C) de D. melanogaster. Esta familia 
de 39 genes corresponde a la familia de “genes HOX” en humanos y ratones donde 
están organizados en cuatro complejos genómicos localizados en diferentes 
cromosomas, HOXA en 7p, HOXB en 17p, HOXC en 12p y HOXD en 2p, y cada uno 
de ellos comprende de 9 a 11 genes acomodados en una secuencia homóloga a la que 
tienen en el genoma de D. melanogaster. Como se puede observar en la Figura 1 la 
relación entre los genes de los complejos Antennapedia (Ant-C) y Bithorax (Bx-C) de 
D. melanogaster y los genes HOX en vertebrados, muestran la expresión co-linear de 
éstos en su patrón corporal (Favier y Dollé, 1997; Grier et al., 2005).  
La relación entre el arreglo cromosomal de los genes homeóticos y la 
localización de su expresión fue establecida por Ed Lewis en 1978, quien determinó 
la expresión co-linear de éstos genes de acuerdo a su posición en el cromosoma. 
Además, el patrón axial se considera que puede ser el resultado de tres características 
de los genes HOX. La primera es que su expresión se presenta en bandas semi-
definidas en el embrión, teniendo como ejemplo la expresión de HOXA11 y HOXA13 
en las extremidades de los vertebrados. La segunda es que los genes del extremo 3’ se 
expresan en todo el eje antero-posterior (AP), mientras que los genes del 5’ se 
restringen a las estructuras posteriores, siendo el “Código HOX” el que determina la 
estructura. El tercer caso es el de la prevalencia posterior, donde los genes del 
extremo 5’ inactivan a los genes del extremo 3’, determinando así la identidad de la 
estructuras (Grier et al., 2005). 
El papel de los genes HOX en la construcción de la organización del cuerpo 
humano es esencialmente importante aunque los mecanismos moleculares finos de 
expresión son todavía una pregunta fundamental para la biología del desarrollo. La 
relación entre el arreglo cromosomal de los genes HOX y la localización de su 
expresión fue establecida por Ed Lewis en 1978, quien determinó dos tipos de 
mutaciones homeóticas, las llamadas pérdida de ó ganancia de función, en la forma 
corporal dependiendo de la posición en el grupo (Alberts et al., 2002).  
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4.1. Mutaciones en los genes HOX 
En 1894, William Bateson acuñó el término “homeosis” para referirse al 
fenómeno de la transformación parcial o completa de una estructura corporal por otra 
homóloga. Bithorax, fue la primer mutante homeótica descrita en D. melanogaster 
(Bridges et al., 1923); presentaba el tercer segmento torácico transformado al segundo 
y los halterios (órganos de equilibrio) fueron sustituidos por un segundo par de alas. 
Posteriormente, se describió un segundo tipo de mutante homeótica, Antennapedia, en 
la cual, las antenas fueron reemplazadas por un segundo par de patas (LeCalvez, 
1948). 
En 1978, al estudiar la mutante Bithorax, Edward Lewis demostró la existencia 
de genes involucrados en el control de la segmentación en D. melanogaster. La 
identidad de los segmentos que componen la porción posterior del cuerpo de la mosca 
(metatórax). En ratones homocigotos para mutaciones “knockout” en los genes 
Hoxa10, Hoxc10 y Hoxd10 (seis alelos mutantes), las vértebras lumbares presentan 
proyecciones de costillas transformadas en vértebras torácicas. Por lo tanto, los genes 
del grupo Hox10 están involucrados en la restricción de la morfogénesis de las 
costillas. Los ratones con un alelo tipo silvestre y cinco alelos mutantes sólo 
presentaron un par de costillas en la primera vértebra lumbar, mientras que los que 
tenían dos alelos tipo silvestre y cuatro alelos mutados presentaron una morfología 
esquelética normal, indicando que la morfogénesis vertebral depende de una 
regulación cuantitativa más que cualitativa como en el caso de D. melanogaster 
(Wellik y Capecchi, 2003). 
Las mutaciones homeóticas producen una gran cantidad de anormalidades 
morfológicas debidas al descontrol de la expresión de las homeoproteínas en el 
desarrollo y diferenciación de distintos tejidos. La simpolidactilia constituye la 
primera malformación asociada a una mutación en HOXD13 (Sayli et al., 1995). Las 
mutaciones en HOXA13 se asocian con el síndrome “mano-pie-genital” (hand-foot-
genital syndrome). Una mutación en HOXD10 se asocia con el talo vertical congénito 
y la enfermedad dental de Charcot-Marie. La expresión alterada de genes HOX, en 
especial de HOXA11 y C11 es provocada por la exposición in útero al ácido valpróico 
que produce el síndrome de valproato fetal, que se asocia a un mayor riesgo de espina 
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bífida, y otras anormalidades como defectos del corazón, paladar hendido y 
anormalidades craneofaciales y en las extremidades (Grier et al., 2005). 
Las mutaciones homeóticas producen una gran cantidad de anormalidades 
morfológicas que demuestran el control de las homeoproteínas en el desarrollo y 
diferenciación de distintos tejidos. Estas mutaciones por lo general llevan a 
transformaciones homeóticas del segmento más anterior en donde se expresa el gen. 
Las mutaciones de pérdida de función por lo general resultan en el desarrollo de 
estructuras que se encuentran en segmentos más anteriores, mientras que las 
mutaciones de ganancia de función producen segmentos con estructuras encontradas 
en segmentos más posteriores. A este efecto se le denominó “dominancia posterior” o 
“prevalencia posterior” y es el resultado del patrón de expresión traslapada de los 
genes del HOM-C. En vertebrados no se observan alteraciones muy marcadas en la 
morfogénesis, y algunas probablemente debido a la redundancia de expresión de la 
red HOX dada por la duplicación de genes (Grier et al., 2005).  
Esto se observa en ratones sin los genes del grupo C, los cuales mostraron 
anormalidades estructurales menores, aunque murieron de disfunción pulmonar al 
nacer (Suemori y Noguchi, 2000). 
Se ha investigado también extensamente la función de los genes HOX en la 
hematopoyesis, encontrándose un patrón característico de estos genes en cada linaje y 
etapa de diferenciación de estas células. Utilizando estrategias de sobre-expresión y 
ratones “knock-out” se han encontrado que disrupciones en la expresión de los genes 
HOX conducen a cambios en la progenie celular. Como el papel de Hoxa5 que llevó a 
la expansión de las células progenitoras mieloides y a la reducción de la 
diferenciación eritroide; por el contrario, hubo una proliferación de la población 
eritroide e inhibición de la hematopoyesis granulocítica/monolítica al inhibir la 
expresión de Hoxa5 (Crooks et al., 1999).  
A la par de estos experimentos, varios grupos de investigadores asociaron el 
gen Hoxa9 con el desarrollo de células T, donde se observó una disminución de éstas 
células al bloquear la expresión de éste gen (Izon et al., 1998, Lawrence et al., 1997). 
El potencial oncogénico de los genes HOX fue observado por primera vez en 
leucemia donde se encontró la sobre-expresión de Hoxa9 y Meis1 (gen del tipo Abd-
B) simultáneamente en ratones sinérgicos que permitió el desarrollo de leucemia 
mieloide oligoclonal aguda en menos de tres meses, pero no se obtuvo este resultado 
con la sobre-expresión de los genes por separado (Kroon et al., 1998).  
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Este fenómeno podría ser debido a la interacción de Meis en la transportación 
al núcleo de la homeoproteína Hoxa9. Estos estudios permitieron concluir que 
muchos, si no todos los genes HOX eran potencialmente leucemogénicos y se inició a 
analizar el papel de los genes del desarrollo en otros tipos de cáncer, basados en la 
hipótesis que se expresan durante la embriogénesis, pero no en tejido adulto pueden 
re-expresarse en tejido neoplásico. Estos descubrimientos dieron la pauta para el 
análisis del papel de los genes HOX en cáncer (Kirito et al., 2004). 
 
4.3. Mecanismos de Regulación de los genes HOX y su relación con el 
cáncer  
Los mecanismos por los cuales los genes HOX controlan y son regulados en el 
desarrollo de los vertebrados ocurre de acuerdo a tres preceptos básicos. Como 
observamos anteriormente el primero es la posición del gen HOX de 3’ a 5’ dentro del 
cluster correspondiente a la posición antero – posterior (A-P axial). Esto es conocido 
como colinearidad espacial. Generalmente en el 3’ los genes están expresados en 
tejidos anteriores y en 5’ están en tejidos posteriores. El segundo, los genes HOX que 
se encuentran más hacia el 5’ en el cluster tendrán un fenotipo dominante en relación 
a los que se encuentra hacia el 3’, es lo que se denomina prevalencia posterior. El 
tercero, los genes HOX están expresados temporalmente en un orden correspondiente 
de posiciones 3’ a 5’ dentro de cada cluster, conocido como colinearidad temporal. 
Usando estos preceptos, los patrones de expresión de los genes HOX regulados han 
sido identificados en cáncer (Shah y Sukumar 2010).  
Los mecanismos de esta regulación son variados y sólo en el inicio pueden ser 
identificados. En algunos tejidos de ciertos genes HOX se encuentran normalmente 
silenciados como supresores de tumor. Algunos genes HOX en particular se 
encuentran expresados en patrones aberrantes espacio-temporal con efectos 
oncogénicos. Por ejemplo HOXB13 puede funcionar como un supresor de tumores 
que es necesario para el desarrollo normal de cierto tipo de tejido y está asociado con 
tumorogénesis y agresividad en otro tipo de tejidos (Jung et al., 2004). 
 Las vías por las cuales los genes HOX ejercen sus efectos son muy similares, 
con una notable especificidad sobre el tejido (Jung et al., 2004) 2007). En algunos 
cánceres, como la leucemia, la fusión de proteínas media la sobre expresión de genes 
que promueven la expansión, en otros casos como en neuroblastoma es la expresión 
 13 
de un solo gen que induce la diferenciación e induce la tumorogénesis(Calvo et al., 
2002). 
 En algunos tumores la expresión anormal de genes HOX se dirige 
directamente mediante su expresión durante la apoptosis, alteraciones de receptores 
de señalización, transiciones epitelio-mesénquima e invasión celular-tumoral (Chen et 
al., 2007). 
 
4.3.1.  Desregulación en cáncer de los genes HOX 
Numerosos ejemplos de expresión de genes HOX han sido encontrados en 
cáncer. Existen tres mecanismos de regulación que clasifican los cambios de tejido 
normal a maligno. El primero es la desregulación espacio-temporal, en la cual el 
patrón de expresión de los genes HOX en un tumor se eleva en un tejido y es espacio-
temporal diferente de un tejido normal. El segundo mecanismo es la dominancia 
génica, en el cual los genes están expresados en un nivel incrementado fuera de lo 
normal. El tercer mecanismo es la desregulación epigenética en el cual el 
silenciamiento ó regulación negativa de un gen HOX es evidente en un tejido en un 
tiempo y lugar cuando normalmente no está expresado. El primer y segundo 
mecanismo ocurre cuando la expresión de genes HOX es asociada con oncogénesis 
(Tabla I) y el tercero es evidente en tejidos en los cuales los genes HOX tienen la 
función de supresores tumorales (Abate-Shane., 2002). 
 
4.3.1.1. Desregulación espacio-temporal y dominancia génica 
La regulación espacio-temporal, es crucial para el desarrollo de órganos y la 
oncogénesis puede estar asociada con la perturbación de la organogénesis normal y 
diferenciación, algunos grupos han investigado y examinado exhaustivamente la 
desregulación espacio-temporal. Por ejemplo, se han evaluado todos los niveles de 
expresión de genes HOX en 48 diferentes tipos de tejidos primarios de carcinoma 
esofágico primario escamoso (ESCC) y siete muestras de esófago normal mediante 
PCR cuantitativo (PCRq). Para el mejor entendimiento de cada uno de los efectos que 
produce la desregulación de los genes HOX anteriormente mencionados, en la Tabla 1 
se resume el gen afectado, el mecanismo mediante el cual se efectúa la desregulación, 





Tabla 1. Genes HOX involucrados en tumorigénesis y mestástasis 





esófago en células 
escamosas 




Sobre-expresión Asociado con tumores primarios 
 HOXA,  HOXD, 
HOXA1 y 
HOXC5 









Asociado con tumores primarios 
HOXD1 y 
HOXD8 
Desregulación espacio – 
temporal 
Expresión 





Desregulación espacio – 
temporal 
Expresión 
Causa diferenciación de la línea 
celular GOTO tipo S 
HOXB13 Dominancia Génica Sobre-expresión 
Asociado con tumores primarios; 
regulación positiva de ER; y 





Desregulación espacio – 
temporal 
Expresión 
Asociado con tumores primarios y 
subtipos histológicos específicos 






HOXC10 Dominancia Génica Sobre-expresión 
Invasión incrementada; necesaria 
para la transición de HGSIL a 






Pérdida de diferenciación; permite 




HOXC8 Dominancia Génica Sobre-expresión 
Asociado con tumores primario; 
pérdida de diferenciación y 








Regulación negativa de p53, 
disminución  RAR! como efecto 







Regulación negativa de p53 en RE 
positivo en tumores primarios 
HOXB7 Dominancia Génica Sobre-expresión 
Regulación positiva de FGF2 en 
cultivo celular, asociada con 
metástasis en hueso cuando se 
comparó con tumores primarios y 
otras metástasis, incremento de 
invasión y vascularización in vitro 
Carcinoma de 
mama 
HOXB13 Dominancia Génica Sobre-expresión Asociado con resistencia a 
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 tamoxifen en tumores primarios 
con RE-positivo; incremento en 
migración e invasión in vitro: 
regulación negativa de RE y 





Dominancia Génica Sobre-expresión 
Regulación positiva mediante 
translocación MLL, en leucemia  
aguda asociada ALL 
Leucemia 
HOXA9 
Desregulación espacio - 
temporal 
Sobre-expresión 
Indicador pobre pronostico de 
AML; incremento de proliferación, 
con fenotipo incrementado cuando 
expresó en la proteína de fusión 
NUP98-HOXA9; regulación 
positiva de MEIS1 y FLT3 
ALL, leucemia linfoblástica aguda; AML, leucemia mieloide aguda; RA, receptor de andrógenos; FGF2, factor 2 de crecimiento 
en fibroblastos; FLT3, tirosina kinasa 3 relacionada-fms; HGSIL, lesión intraepitelial con grado alto escamoso; MLL, leucemia 
mieloide/linfoide o leucemia mixta; RAR!, receptor de ácido retinóico ! 





4.3.1.2 Desregulación epigenética 
 Es un mecanismo común interno para el control de la expresión de los genes 
HOX. Un ejemplo son las islas de CpG (Citocina promotor Guanina) en los promotores 
de genes HOX silenciados, comúnmente se encuentran metiladas (Hershko et al., 2003). 
Por ejemplo el grupo polycomb y el complejo trithorax dirigen una metilación triple de 
histonas: el grupo policomb resultó en una metilación triple (lisina 27 de la histona 3, 
lisina 4 de la histona 3). Los cambios en la conformación de la cromatina por estas 
modificaciones en histonas permiten metilación o desmetilación en promotores 
característicos de islas CpG (Fanti et al., 2008, Faber et al., 2009).  
Estas modificaciones llegan influir incluso en genes homólogos un ejemplo es 
MLL (Leucemia Mieloide y/o Linfoide) homólogo de trithorax y se encuentra mutado 
en algunas leucemias, usualmente como proteína de fusión que no tiene la función de 
metilación H3K4 (Hanson et al.,1999). Y es recurrente esta desregulación en leucemias 
linfoblásticas, provocando la translocación del gen MLL sobre la histona 3 (H3K79) 
que incrementa la expresión génica en un patrón diferente a la expresión normal que 
resulta en la trímetilación de H3K4. Las leucemias linfoblásticas con co-translocaciones 
MLL a su vez incrementan la expresión de múltiples genes HOX incluyendo HOXA4, 
HOXA5, HOXA7 y HOXA9, con un pobre pronóstico (Golub et al., 1999).  
Estos ejemplos muestran como la expresión de los genes HOX en tumores es 
alterada tanto por la metilación como por la modificación de histonas. 
Otro ejemplo de regulación génica y genes HOX es la llevada cabo por los 
microRNAs (miRNAs) codificados en los clusters de los genes HOX están conservados 
entre D. melanogaster y humanos, e incluyen a mir-10a y mir-196b (Yekta et al., 2008). 
En 2007 la regulación de estos miRNAs y sus blancos río abajo; mediante estudios in 
silico que sugirieron que mir-10a puede interactuar con HOXA3 y HOXD10. Además, 
construcciones con el promotor de luciferasa de estos genes HOX confirman la 
regulación negativa de mir10a (Han et al.,2007). El 10% de los miRNAs del genoma 
humano se encuentran silenciados por metilación en líneas celulares de carcinoma de 
colon indicando que esta es otra ruta de regulación genética HOX, a través de la 
metilación de miRNAs que regulan genes HOX, sin embargo esta ruta puede ser 
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perturbada por tumorigénesis, donde una alta metilación es característico de las células 
de cáncer (Han et al.,2007). 
En la regulación de la expresión génica de los genes HOX actúan también RNAs 
de gran tamaño no codificantes (linc-RNAs) esta regulación se lleva a cabo en el 
extremo cis (Sessa et al., 2007), comúnmente se encuentran con orientación antisentido 
en el cluster HOX y pueden controlar su expresión dentro del cluster aún a grandes 
distancias (Sessa et al., 2007).  
En 2007 se demostró que también este tipo de regulación se puede llevar a cabo 
en trans, con un nuevo RNA no codificante (ncRNA), llamado HOXAIR, (RNA 
transcrito HOX antisentido intergénico) directamente desde el cluster de HOXC 
controlando la expresión de HOXD. La regulación de la expresión de los genes HOX 
por lincRNAs es otra forma compleja de regulación y tiene efecto durante el desarrollo 
y tumorigénesis. Para un mejor entendimiento los lincRNAs actúan como complejos 
formando estructuras secundarias modificando la cromatina y otras proteínas (Rinn et 
al.,2007). 
 
4.3.1.3. Genes HOX desregulación en tejidos mamario 
La alteración en la expresión en tejidos mamarios normales, tumorales benignos 
y malignos puede inducir o contribuir en la malignidad del cáncer de mama al regular el 
ciclo celular, la apoptosis, la angiogénesisis, y/o la metástasis (Makiyama et al., 2005).  
La expresión de los genes HOX en neoplasias mamarias es compleja debido a 
que existen distintos tipos de neoplasias y distintas líneas celulares modelo. De los 39 
genes HOX analizados en los tejidos normales, benignos, y tumorales se encontraron 
niveles alterados de expresión en los siguientes genes: 
 El aumento de la expresión HOXA1 ha sido asociada a cáncer de mama, 
aunque los resultados obtenidos por Cantile et al., en 2003 y Makiyama et al., en 2005 
no muestran su presencia en la mayoría de las muestras tumorales, por el contrario, se 
observa disminución en la expresión de HOXA1(Zhang et al., 2003, Waters y Conway-
Campbell, 2004; Friedmann et al., 1994). Además, la expresión diferencial de los 
distintos transcritos de HOXA1 generados por splicing alternativo no ha sido 
ampliamente revisada, esto podría conducir a determinar cuál o cuáles transcritos se 
expresan de manera alterada en cáncer de mama. Por otra parte, la pérdida de la 
expresión de HOXA5 también se ha correlacionado con la pérdida de p53, y aunque 
Cantile et al., en 2003 no detectaron HOXA5 en tejido mamario normal, Makiyama et 
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al., en 2005 detectaron una disminución significativa en carcinomas con respecto a 
tejidos tumorales benignos (Raman et al., 2000; Chen et al., 2004). 
En nuestro grupo Webb-Vargas en 2007 realizó la amplificación mediante RT-
PCR de los genes HOXA1, A5, B2, D3, D4 y D10 en 35 muestras de tejido mamario 
maligno, siete de tejido no maligno y la línea celular MCF-7 de cáncer de mama 
receptor de estrógeno positivo y SiHa de células escamosas de carcinoma de cérvix. La 
amplificación de los genes HOX en los DNAc’s de las células MCF-7 mostraron la 
presencia de los tres transcritos de HOXA1 y la expresión de HOXA5, B5 y B13. 
También, se amplificaron los genes HOXA1 transcrito corto, medio, largo, A5, B2, B5, 
B13, D3, D4 y D10 en los DNAc’s obtenidos de la línea SiHa. Los resultados mostraron 
la expresión del transcrito corto de HOXA1 en muestras de tejido mamario en 
asociación débil con la presencia de éste y la ausencia de malignidad, así como una alta 
correlación entre la ausencia de malignidad y la presencia del transcrito medio del gen 
HOXA1 en las muestras analizadas. La pérdida de la expresión de HOXA5 en 17 de 35 
se asocia a la regulación de la apoptosis, pues se ha demostrado que la pérdida de 
expresión de expresión de p53 es concurrente en 20 de 30 de tumores mamarios 
primarios analizados, donde 16 de las 20 muestras negativas para p53 presentaron una 
metilación en el promotor HOXA5 (Rama et al., 2000). Por otro lado, la expresión de 
HOXB2 en tejido mamario mostró variabilidad, ya que se expresó sin diferencia alguna 
en tejido con y sin cáncer de mama (Webb-Vargas 2007). 
Se ha descrito la expresión de HOXB5 en tejido normal de mama (Cantile et al., 
2003, Yamamoto et al., 2003 y Makiyama et al., 2005). Así mismo, la presencia de 
HOXB5 en tejido maligno fue detectada en más de la mitad de las muestras analizadas, 
mientras que los trabajos de Makiyama et al., -en (2005) y Cantile et al., en (2003), la 
expresión se encuentra a la mitad en un 36% de las muestras, respectivamente. 
Por otra parte, Webb-Vargas en 2007 encontró en las muestras de tejido 
mamario analizadas una correlación estadísticamente significativa entre la pérdida de la 
expresión de HOXD3 y la presencia de malignidad en el tejido mamario analizado. La 
regulación negativa de la expresión de HOXD3 se encontró en las muestras de estadios I 
y II (4 de 4), y en 6 de 10 muestras del estadio III. Se ha demostrado que HOXD3 
induce la angiogénesis en células endoteliales y es parte de la ruta de activación por el 
factor de crecimiento de fibroblastos básico, promoviendo la expresión de integrina 51 
(bFGF, Boudreau et al., 1997; Boudreau & Varner, 2004).  
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Además, la sobre-expresión de este gen se ha asociado con invasividad y 
movilidad en células de melanoma y cáncer de pulmón, regulando la pérdida de 
caderina-E y plakoglobina, la nueva expresión de caderina-N e integrina alfa4, 
incrementando la expresión de integrina alfabvbeta3, de la metaloproteinasa-2 y del 
activador de uroquinasa-plasminógeno, ambas degradadoras de la matriz extracelular; 
creando una línea altamente metastásica (Hamada et al., 2002; Hamada et al., 2002; 
Ohta et al., 2006).  
 Así mismo, Webb-Vargas 2007 detectó la expresión de HOXD4 en todos los 
tejidos no malignos y en el 88% de los tejidos malignos, sin ser significativa la 
disminución y encontró expresado HOXD10 en la mayoría de los tejidos, tanto 
malignos como no malignos, cuya disminución no se asoció a la presencia de 
malignidad (Webb-Vargas., 2007). 
También en nuestro grupo de trabajo se analizó la expresión de los genes HOX 
A1, A5, B13, C5, C10, D9 y D13 en líneas celulares así como en muestras de tejido 
cervical normal y neoplásico encontrando predominantemente la expresión de estos 
genes HOX en la mayoría de los tejidos cervicales analizados con patología maligna. En 
contraste, los transcritos de HOXB4 y D13 no fueron detectados en las muestras de 
tejido cervical neoplásico aunque HOXD13 se expresó en las líneas celulares SiHa, 
CaSki, C33a, excepto en HeLa, mientras que HOXB4 se activó solamente en las líneas 
celulares CaSki y SiHa (2009 Arreola-Triana). 
 
4.4.  Sobre-expresión de HOXB13 en cáncer 
 Yamamoto et al., 2003 no detectaron en tejido normal mamario la expresión del 
gen HOXB13 mientras que se encontró en 11 de 14 muestras de tejido maligno de 
cáncer de mama (Cantile et al., en 2003). Así mismo, el transcrito de HOXB13 fue 
detectado en la línea de cáncer mamario MCF-7 receptor de estrógeno (RE) positivo por 
Svingen y Tonissen en 2003. La sobre-expresión de HOXB13 aumenta la motilidad y 
propiedades invasivas de las células (Ma et al., 2004).  
Durante la diferenciación de médula ósea a partir de células madre endoteliales, 
Chung et al., en 2009 encontraron que la expresión HOXB13 disminuyó durante la 
diferenciación endotelial, sin embargo se vuelve a detectar HOXB13 cuando las células 
endoteliales de médula ósea entran en angiogénesis. Jerevall et al., en 2008 
cuantificaron la presencia del gen HOXB13 e IL17BR mediante PCR tiempo real en 
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tumores de 264 pacientes post-menopausia tratadas con tamoxifen y 93 pacientes en 
pre-menopausia sistemáticamente no tratadas, encontrando en un gran número de 
muestras la presencia de HOXB13:IL17BR asociados con agresividad tumoral, mientras 
un número muy bajo de muestras presentaron solo el gen IL17BR. El radio 
HOXB13:IL17 en muestras de pacientes que presentaron solo la expresión de HOXB13, 
sobrevivieron después del tratamiento endócrino, con una baja expresión de HOXB13 
como beneficio del tratamiento prolongado, en pacientes con receptor de estrógenos 
positivo (Gotez et al 2006). 
 La sobre expresión de HOXB13 se ha detectado en células de cáncer endometrial 
y tejido de pacientes por medio de RT-PCR cuantitativo. Para identificar si la sobre-
expresión de HOXB13 está involucrada en la invasión o metástasis del cáncer 
endometrial, transfectaron la línea celular AN3CA con el antisentido 
HOXB13/pcDNA3.1 en un plásmido por electroporación in vitro, encontrando hasta un 
90% en la disminución en la actividad invasiva de las células comparadas con células 
parentales y el control transfectante. Adicionalmente, le administraron 17!-estradiol a 
las células AN3CA induciendo la expresión de HOXB13. Estos resultados sugieren que 
la sobre-expresión de HOXB13 en cáncer endometrial puede ser asociada con la 
habilidad invasiva de las células de cáncer con la regulación por estrógeno (Zhao et al., 
2005). 
 HOXB13 también se encuentra presente en algunos tejidos sin generar ningún 
tipo de carcinogénesis, un ejemplo son las glándulas salivales donde el transcrito de 
HOXB13 está presente de manera diferencial en acinos mucosos y cerosos de glándulas 
salivales (Cazal et al., 2006). 
 HOXB13 no siempre actúa en la activación de malignidad en el cáncer de 
próstata (CaP) durante su desarrollo y progresión las señales del receptor de andrógeno 
(RA) actúa en la regulación de genes blanco durante el CaP. La homeoproteína 
HOXB13 actúa como represor del RA. HOXB13 no solo actúa como un factor de 
transcripción de unión a DNA, si no que juega un papel importante como un represor 
del RA modulando las señales del RA, lo que lo postula como un represor 
transcripcional de no-unión a DNA (Kim et al., en 2010). 
En nuestro grupo de trabajo se detectó la expresión del gen HOXB13 en 
muestras de cáncer de mama pertenecientes a los estadios I y II demostrando claramente 
la expresión selectiva del transcrito de HOXB13 en 27 de 35 muestras neoplásicas 
analizadas, con una alta incidencia en la presencia de malignidad. Interesantemente, la 
 21 
expresión del gen HOXB13 mostró una fuerte asociación entre la presencia del 
mensajero de este gen y la presencia de cáncer de mama. Además, el encendido de 
HOXB13 se detectó en la gran mayoría de las muestras (14 de 15), estando presente 
desde el estadio I hasta el estadio III. Estos resultados sugieren que HOXB13 se 
enciende temprano y se mantienen durante el desarrollo del carcinoma, lo que lo 
propone como un biomarcador molecular temprano (Webb-Vargas 2007).  
Además, HOXB13 se encontró encendido tanto en muestras positivas como 
negativas al RE, contrastando con lo descrito por Rodríguez et al., en 2006 que 
mostraron la ausencia de expresión de HOXB13, posiblemente debida a la metilación de 
su promotor, en tejido y líneas celulares de cáncer de mama positivos para RE. La 
expresión nula de HOXB13 se detectó en tejido mamario normal, con la excepción de 
un subgrupo de muestras normales en las que este gen se expresó en baja concentración 
en la unidad terminal ducto-lobular (Yamamoto et al., en 2003; Svingen y Tonissen en 
2003; Cantile et al., en 2003; y Ma et al., en 2004). Por otro lado, trabajos previamente 
descritos en 2003 muestran una asociación entre la presencia de cáncer y la sobre-
expresión de HOXB13, distinguiéndose su expresión en adenocarcinomas ductales in 
situ y en carcinoma ductal invasivo mientras que no se detecta esta expresión en células 
epitelio mamario normal (Ma et al., y Cantile et al., 2004). 
 Asimismo, el análisis de expresión de HOXB13 con microarreglos correlacionó 
la sobre-expresión de este gen con la disminución de la expresión del receptor B de IL-
17, en recurrencia del cáncer de mama ductal al ser tratado con Tamoxifen (Ma et al., 
2004). Además, la expresión de HOXB13 en la línea celular MCF-10A -de fenotipo 
normal redujo las uniones de tipo epitelial y al tratarse con factor de crecimiento 
epidermal (EGF) aumentó la movilidad y la invasión in vivo. Por otra parte, se ha 
indicado que este gen se sobre-expresa en la presencia de estrógenos en líneas celulares 
de cáncer de endometrio, respondiendo de manera dependiente a tiempo y dosis (Zhao 
et al., 2005). Es importante mencionar que la expresión de los genes del complejo 
HOXB requiere de la fase S concordando con la posible expresión de HOXB13 limitada 
a células en proliferación del epitelio en este caso mamario, ya sea durante la fase lútea 
en cada ciclo menstrual, o en los carcinomas de mama (Fisher y Méchali, 2003). 
Posteriormente, también en nuestro grupo Cuaranta-Monrroy en el 2008 detectó 
la expresión diferencial del gen HOXB13 en muestras de tejido ovárico con una 
tendencia muy clara a la sobre-expresión en tejidos con patología maligna. Este gen se 
expresó en solamente una muestra de tejido con patología benigna de ovario y se 
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cuantificó mediante PCR cuantitativa, encontrando la sobre-expresión de HOXB13 de 
76 a 4985 veces en muestras de patología maligna de ovario comparada con las 
muestras normales y con patología benigna. Interesantemente, también se detectó la 
sobre-expresión del gen HOXB13 en tejidos cervicales con patología maligna. Los 
niveles de expresión de HOXB13 en las muestras de tejido cervical fueron de 3900 
veces en comparación con el tejido con patología benigna (Arreola-Triana, 2008 y 
Cuaranta-Monrroy, 2008). 
En 2010 también en nuestro grupo de trabajo se realizó la cuantificación relativa 
por PCR cuantitativo mostrando la sobre-expresión de HOXB13 en 33 de los 56 tejidos 
mamarios con una expresión relativa que fue desde 2.3 a 132,364 (63 veces). La sobre-
expresión de HOXB13 en las muestras de tejido mamario con patología maligna mostró 
valores de sobre-expresión que van desde 1.08 a 33,406.42 veces comparándolas con la 
línea celular MCF-7 (Reyna-Alvarado 2010).  
Por otro lado, en el 2010 se descubre que HOXB13 actúa como un gen supresor 
de tumor en cáncer de próstata y cáncer renal. Estos órganos expresan HOXB13 en 
tejidos normales sin alteraciones malignas donde su expresión se vuelve aberrante y/o 
nula por lo que el silenciamiento se convierte en la herramienta de regulación génica 
óptima, por el contrario al sobre-expresar HOXB13 provocó la supresión tumoral en 
tejido considerado como maligno es decir HOXB13 no se altera durante la 
tumorogénesis debido a la importancia de la expresión de este gen se ha buscado por 
difrentes herramientas moleculares encontrar su función a nivel celular y de tejido, una 
de las más relevantes es el silenciamiento génico mediante RNAs de interferencia (Kim 
2010, Sahah y Sukumar 2010). 
 
4.5. Silenciamiento génico con RNAi’s 
4.5.1. RNAi y su Biogénesis  
 Los estudios para determinar los mecanismos involucrados con el RNA de 
interferencia (RNAi) se realizaron principalmente en el nemátodo Caenorhabditis 
elegans y en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, introduciendo RNA de 
doble cadena (dsRNA) de ~500 nucleótidos (dsRNA “largos”). Como primer paso, el 
dsRNA “largo” penetra la célula y es reconocido por la RNAasa de tipo-III llamada 
Dicer (Figura 2). A continuación, Dicer escinde el dsRNA en RNA pequeños de doble 
hebra (siRNA, por sus siglas en inglés) de 22-25 nucleótidos de largo con 2-3 
nucleótidos no pareados en el extremo 3’ de cada hebra, un grupo fosfato en el extremo 
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5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’ (Hammond et al.,2011). Estos siRNA son 
reclutados por el complejo protéico de silenciamiento-inducido por RNA (RISC, por sus 
siglas en inglés). RISC separa las hebras del siRNA y utiliza la hebra anti-sentido como 
guía para reclutar la molécula del mRNA que presenta la secuencia complementaria 
(mRNA blanco). A continuación, RISC escinde el mRNA, el cual es rápidamente 
degradado. La hebra guía del siRNA y el mRNA blanco debe presentar una perfecta 
complementariedad cerca del sitio de rompimiento/ruptura, el cual se sitúa a 10-11 
nucleótidos del extremo 5’ del siRNA (Elbashir et al., 2001). 
 
4.5.2.  Uso de RNAi como herramienta para el silenciamiento génico 
La inhibición artificial de la expresión de genes mediante RNAi es conocido como 
“silenciamiento” o “knocking down” debido a que la pérdida no es total, a diferencia del 
“knocking out” donde el gen es eliminado completamente del genoma. Usando la 
información acerca del RNAi en mamíferos, se desarrollaron los siguientes métodos 
para el “silenciamiento” de genes: 
 
1) El uso de siRNAs sintéticos de 21 nt introducidos directamente a la célula 
mediante transfección o electroporación. 
2) El uso de RNAs “pequeños” con estructuras de “hairpin” (shRNA o “short 
hairpin RNA”) expresados en vectores-plásmidos, introducidos a la célula 
mediante transfección o electroporación. 
3) El uso de shRNA expresados en vectores de expresión virales, introducidos a 
la célula mediante infección con pseudo-partículas virales. 
 
El método a escoger depende de dos factores: la duración del efecto de 
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4.6.  Silenciamiento génico de genes HOX 
La inhibición de la producción de la homeoproteína HOXD3 mediante un vector 
que expresó un antisentido, redujo la capacidad de invasión en Matrigel, incrementó la 
expresión de la proteína 4 que interactúa con cdc-42, KIAA0554 y la tropomiosina 1, 
las cuales están asociadas al sistema del citoesqueleto (Okubo et al., 2002). 
La expresión exógena y estudios de knockdown mediante RNA de interferencia 
establecen que HOXA10 regula la hipermetilación de cromatina y trimetilación de la 
histona K4 (H3K4) así como la metilación del gen RUNX2. HOXA10 contribuye a la 
temprana expresión de genes osteogénicos a través del remodelamiento de la cromatina 
subsecuentemente soporta la formación de hueso por regulación directa de genes 
fenotípicos de osteoblastos (Hassan et al.,2007). 
 
4.6.1. Silenciamiento génico de HOXB13  
HOXB13 se expresa en múltiples líneas celulares de cáncer de ovario, tumores 
en tejido de mama y que el Knockdown endógeno de HOXB13 mediante RNAi 
expresado en vectores lentivirales en líneas celulares de cáncer de ovario de humano 
está asociado con la reducción de la proliferación celular. La expresión ectópica de 
HOXB13 es capaz de inducir proliferación celular en los fibroblastos de embriones 
murinos con el p53 -/- a. Estos autores demostraron que HOXB13 colabora activando 
ras que promueve el crecimiento tumoral in vivo (Miao et al., en 2007). 
El hecho de que HOXB13 está expresado en un alto porcentaje de líneas 
celulares de cáncer de ovario, de mama, de cáncer de cérvix así como el antecedente de 
HOXB13 en cáncer de mama que está asociada con la agresividad del curso clínico de la 
enfermedad comparado con tumores de cáncer de mama donde no está expresado, 
aumenta la posibilidad de que HOXB13 juegue un papel clave en la progresión tumoral.  
La pérdida del fenotipo en ratones knock-out de Hoxb13 sugiere una fuerte relación con 
la diferenciación y reparación epidermal. HOXB13 está expresado en piel de adulto y 
feto, en humanos  su expresión está regulada negativamente en piel fetal, permite la 
regeneración en cicatrices pero su expresión no cambia en adultos lo anterior se probó 
en explantes de ratones SCID ( por sus siglas en inglés "Severe Combined Immuno 
Deficiency) (Kömüves et al., 2003 y Stelnicki et al., 1998).  
En 2003 se postula ha HOXB13 en piel adulta como un promotor de diferenciación 
celular debido a que su sobre expresión en piel produce morfogénesis aberrante(Mack et 
al., 2003). 
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Estos resultados sugirieron que la supresión de HOXB13 puede ser un 
componente necesario para obtener la reparación optima (Mack et al., 2005) en piel. 
Tambien se reportó que los ratones knock-out sanan con menos cicatrices comparados 
con los wild-type (Passi et al.,2004).  
La desregulación de genes HOX está presente en diversos tipos de cáncer 
incluyendo melanomas (Grier et al., 2005). A pesar de los avances considerables en 
nuestra comprensión de la genética del melanoma, hasta el momento, no hay 
tratamientos eficaces para el melanoma metastásico, y el pronóstico después de que la 
enfermedad ha avanzado a esta etapa es extremadamente pobre (Chudnovsky et al., 
2005). En particular Hoxb13 funciona como una poteína proapoptótica y 
antiproliferativa durante el desarrollo de la medula espinal y las vértebras caudales de la 
cola en ratónes, pero también está implicado en la reparación de heridas cutáneas en 
adulto (Chudnovsky et al., 2005). Las epidermis adulta en la cual se expresan varios 
genes HOX entre ellos HOXB13 es continuamente renovada en un programa de arresto 
del crecimiento celular, diferenciación y una forma especializada de apoptosis 
cornificación (Mack et al., 2005).  
 Utilizando fibroblastos de ratones en etapa fetal y piel de humano adulto se 
demostró que Hoxb13 es diferencialmente expresado en feto que en adulto. 
Interesantemente, Hoxb13 fue sobre expresado en queratinocitos de rata y cambió 
radicalmente el crecimiento de las células (Lu et al., 2010). 
Debido a la sobre-expresión de HOXB13 en diferentes tipos de las células con 
patología maligna, en esta tesis se utilizó una estrategia experimental con RNAi’s como 
una herramienta directa para el knockdown o silenciamiento del gen Hoxb13 en la línea 






























Para el silenciamiento génico de HOXB13, se analizó la expresión del gen 
mediante RT-PCR punto final en las líneas celulares MCF-7, SiHa y B16F10 y se 
determinó el efecto de cuatro RNAi’s dirigidos a diferentes posiciones del RNA 
mensajero de HOXB13 en la expresión de su RNAm y de la homeoproteína HOXB13. 
Además, se analizó el efecto de los RNAi’s en la expresión de la proteína Verde 
Fluorescente (GFP), la viabilidad celular así como el efecto de los quimioterapéuticos 












Figura 2. Estrategia Experimental para el silenciamiento de HOXB13. Para seleccionar la línea 
celular adecuada se llevó a cabo la amplificación del gen HOXB13 en las líneas celulares B16F10, 
SiHa y MCF-7, a su vez se diseñaron los RNAi’s I, II, III IV y V este último no codificante de 
HOXB13. Posteriormente, se clonaron los RNAi´s en el vector pGSH1-GFP para transfectarse en 
la línea celular B16F10, a su vez se detectó el transcrito de HOXB13 después del silenciamiento, se 
llevó a cabo la inmunodetección de la homeoproteína HOXB13 antes y después del silenciamiento 
en la misma línea celular. Para determinar el efecto máximo del silenciamiento por los RNAi’s se 
realizaron ensayos de viabilidad celular y se analizó el efecto con los quimioterapéuticos Cisplatino 





5.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1.  Detección de la expresión de HOXB13 en las líneas celulares mediante RT-
PCR 
 
5.1.1. Cultivo de las lineas celulares 
Las lineas celulares empleadas para la estandarización fueron la línea celular de 
adenocarcinoma ductal infiltrante con receptor de estrógeno positivo (MCF-7), la línea 
celular de carcinoma de cérvix de células escamosas infectadas con el virus de papiloma 
humano tipo 16 (SiHa y la línea B16F10 de melanoma de ratón (C57BL/6J). 
Los crioviales de cada línea celular almacenados en nitrógeno líquido -196
o
C se 
descongelaron y se sembraron en botellas de cultivo de 25cm
2
 en medio de cultivo 
Dulbecco’s Medio Esencial Mínimo (DMEMF12) suplementado con 10% de Suero 
Fetal Bovino (SFB) y antibióticos para cultivo celular (penicilina 100 U/ml y 
estreptomicina 10ug/ml). Las botellas se incubaron a 37
o
C en una atmósfera de 95% de 
aire y 5% de CO2. 
Las lineas celulares se mantuvieron mediante sub-cultivos semanales en una 





Para la disgregación de la monocapa celular, se incubaron uno a dos min 
usando de uno a dos ml de tripsina–ácido diaminotetracético (EDTA) al 0.25%., 
posteriormente se retiró la tripsina–EDTA para la colecta de la pastilla celular. Las 
células se colocaron en tubos para centrífuga de 15 mL, se centrifugaron a 2,500 rpm 
por un tiempo de cinco min, se retiró el medio de cultivo y se colocaron de dos a tres ml 
de Buffer PBS 1X (dependiendo del tamaño de la pastilla), se agitó suavemente, y se 
centrifugó a 2,500 rpm por minutos min. Se repitió este paso de lavado con buffer PBS 
1X, se retiró el sobrenadante, y la pastilla celular se congeló a -70°C o se procedió 









5.1.2.  Aislamiento de los RNA’s totales a partir de líneas celulares 
La extracción de los RNA’s totales se realizó con material libre de RNAsas, 
como tubos para microcentrífuga certificados, agua DEPC, soluciones disueltas en agua 
DEPC, micropipetas reservadas para uso con RNA’s y cámaras de electroforesis 
tratadas con RNAsa Zap (Invitrogen, Carlsbald California, E.E.U.U.). Se usaron guantes 
para evitar la contaminación con las RNAsas y se trató el área de trabajo con agua 
DEPC y RNAasa Zap. El agua DEPC se preparó añadiendo 1mL de Dietilpirocarbonato 
(DEPC) 6.9M (dietilpirocarbonato, Sigma, St. Louis Missouri, U.S.A.) en 1 L de agua 
procesada en filtros MiliQ, se homogenizó por agitación, se incubó a 37°C por un 
mínimo de 12 h, y se esterilizó por autoclave durante 15 min para hidrolizar el DEPC. 
La extracción de los RNA’s totales se realizó utilizando el método de Trizol 
descrito por Simms y cols. (1993), en donde mediante pipeteo se homogeneizaron los 
cultivos celulares con Trizol (1 ml trizol con aproximadamente 10 x 10
6
 células) en 
tubos de microcentrífuga de 1.5 ml y posteriormente se incubó la solución 
homogenizada durante cinco min a temperatura ambiente para permitir la disociación 
completa de los complejos de nucleoproteínas. Se añadió 0.2 ml de cloroformo a cada 
tubo por ml de Trizol utilizado para la homogenización, se mezcló mediante vórtex 
vigorosamente durante 15 s la mezcla resultante se incubó a temperatura ambiente 6 
min y se centrifugó a 14000 rpm a 4°C durante 15 min. Una vez terminada la 
centrifugación se retiró el tubo gentilmente observando dos fases, la fase orgánica de 
color rojo (inferior) es el cloroformo, una interfase y la fase acuosa incolora (superior) 
donde se encuentran los RNA’s totales. 
Para la precipitación de los RNA’s, se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y 
se agregaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de Trizol utilizado en la 
homogenización inicial. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 5 min y 
se centrifugaron a 13 200 rpm por 8 min a 4°C y se procedió al lavado de la pastilla de 
los RNAs, donde se removió el sobrenandante y se mezcló en vortex con 1 ml de etanol 
75% por cada mililitro de Trizol empleado en la homogenización inicial. Se centrifugó a 
13 200 rpm y una vez obtenida la pastilla de RNA’s, se retiró el sobrenadante y se dejó 
secar la pastilla de los RNA’s a temperatura ambiente de 20 a 25 min, sin permitir que 
se secara totalmente. Por último, se resuspendió la pastilla en 20 µl de agua DEPC. 
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La visualización de los RNA’s se realizó en geles de agarosa al 0.8% 
colocándose en una cámara de electroforesis horizontal sumergidos en buffer SB 1X. 
Las muestras de los RNA’s fueron mezcladas con 2 µl de jugo azul 6X (Azul de 
bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y fueron depositadas en los 
carriles del gel. La electroforesis se llevó a cabo a 100V por 40 min. Posteriormente se 
tiñeron en una solución de bromuro de etidio 5µg/ml durante 10 min. La 
fotodocumentación de los geles con los RNA’s se realizó utilizando un transiluminador 
de luz UV. Se determinó la calidad de los RNA’s, así como su integridad con la 
presencia de las dos bandas prominentes de los RNA’s ribosomales de 
aproximadamente 5 y 2 kb (28S y 18S, respectivamente). 
Posteriormente, se cuantificó la concentración de los RNA´s extraídos en ng/µl y 
se evaluó su pureza en un rango de longitud de onda 260/280 (") en el Nanodrop ND-
100 
TM
 (Termo Scientific) para lo cual se inicializó el aparato colocando 2µl de agua 
miliQ, posteriormente se colocaron 2µl del blanco y por último 2µl de cada una de las 
muestras de los RNA’s totales para determinar la lectura de cada una de las muestras. 
Después de la extracción de los RNAs totales, se realizó la síntesis del DNA 
complementario al RNAm (DNAc) mediante la técnica de transcripción reversa (RT). 
Para lo cual, se tomaron 5 !g/!l del RNA, 1 !l de oligo dT (0.5 !g/!l; Invitrogen, 
Carlsbad C.A., USA), 0.5 !l de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP's) 10 mM y se 
llevó la reacción a un volumen final de 12 !l con agua libre de nucleasas. 
Posteriormente se incubó a 65 ºC por 5 minutos y se colocó en hielo rápidamente. A 
continuación, se agregaron 4 !l de buffer de reacción 5X, 2 !l de DTT 0.1 M, 1 !l de 
inhibidor de ribonucleasa (Promega, Madison WI, USA) RNAsin 1u/µl y 1 !l de agua 
DEPC. La mezcla de reacción se mezcló por pipeteo y se añadió 1 !l de la enzima M-
MLV Transcriptasa reversa 50 U/!l; Invitrogen, Carlsbad C.A., USA). Las reacciones 
se incubaron a 37 ºC por 50 min y al finalizar se inactivaron cada una de ellas 











5.1.3.  Amplificación de HOXB13 mediante PCR punto final 
 Todas las reacciones de amplificación del gen HOXB13 se realizaron 
básicamente con el método previamente descrito por Webb-Vargas en el 2007. La 
reacción consistió de 1 µl del producto de la reacción RT, en un tubo eppendorff de 1.5 
ml al que se le añadió además 18.35 !l de H2O miliQ, 2.5 !l de buffer 10X (500 mM 
KCl, 100mM Tris-HCl y 1% Triton X-100), 0.75 !l de Cloruro de Magnesio 50 mM, 
0.25!l de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs) 20mM, 0.5 !L de los 
oligonucleótidos tanto 5’ como 3’ (Tabla 3). Finalmente, se agregaron 0.25!l de la 
enzima Taq polimerasa 5U/!l (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las condiciones de 
amplificación fueron 2 min de desnaturalización inicial a 94 ºC , 45 s de 
desnaturalización inicial a 94 ºC, 45 seg de alineamiento por 35 ciclos a 62 ºC, 45 s de 
extensión a 72 ºC y 10 min de extensión final durante un ciclo a 72 ºC como se 
muestran en la Tabla 4 
 
Tabla 3. Oligonucleótidos para la amplificación del gen HOXB13 
Gen Oligonucleótido Secuencia 
HOXB13 HOXB135’ 5'-GCTCTTACGGCTACAATTACA 
ATG-3' 
HOXB13 HOXB133’ 5'-GCTGTAGCCAGGCTCATACT-3' 
!-actina !act 276 5’ 5'-CGTGATGGTGGGCATGGG- 3' 













Tabla 4. Programa de amplificación de HOXB13 









94 ºC 45 seg 1 ciclo Desnaturalización 
62 ºC 45 seg 35 ciclos Alineamiento 
72 ºC 45 seg 1 ciclo Extensión 
72 ºC 10 min    1 ciclo Extensión Final 
 
    Para la visualización de los productos de amplificación se cargaron en el gel de 
agarosa 10 !l de la muestra de teñidos con bromuro de etidio 5!g/!l adicionada con 2 
!l de jugo azul 6X. 
 
5.2.  Construcción de los plásmidos para el silenciamiento génico de HOXB13 
usando RNAs de interferencia 
 
5.2.1.  Diseño de los RNAi’s 
Se procedió al diseño de cuatro RNAi’s para silenciar el gen HOXB13 utilizando 
el programa de diseño (sirNA Target Finder) de la casa comercial Ambion que analizó 
la secuencia y determinaron las secuencias funcionales para ser utilizadas como 
RNAi’s. De los cuatro RNAi’s se seleccionaron las secuencias nucleotídicas sentido y 
anti-sentido. 
 
5.2.2.  Alineamiento de los oligonucleotidos  
Para la preparación del inserto con los cuatro RNAi’s los oligonucleotidos se 
resuspendieron con agua miliQ para obtener una concentración de 1µg/µl y se alinearon 
2"µl de cada oligonucleótido en 46"µl de buffer de alineación (100mM de acetato de 
Potasio, 30mM HEPES-KOH pH 7.4 y 2mM de acetato de Magnesio). Posteriormente, 
se incubaron las mezclas a 90
o
C por 3 min después a 37
o
C por 1h y se adicionaron 
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350"µl de agua grado PCR a la mezcla de reacción de alineación para obtener un 
volumen final de 400"µl y una concentración de trabajo de 10ng/µl. 
 
5.2.3.  Construcción de los plásmidos codificantes con los RNAi’s para HOXB13 
 
5.2.3.1. Preparación de E. coli Ca competentes 
Las bacterias calcio competentes Escherichia coli cepa DH5#, se prepararon en 
un matraz estéril con 100ml de medio Luria Bertani (LB) un ml del preinóculo. El 
cultivo se incubó a 37
o
C aproximadamente por dos horas, hasta que alcanzó la 
absorbancia óptima a 0.375nm en una densidad óptica " de 590 nm. Enseguida se 
centrifugó a 4ºC por 10 min a 5000 revoluciones por minuto (rpm). Una vez formada la 
pastilla se decantó el medio y se añadieron 10 ml de Cloruro de calcio (CaCl2) 0.1 M a 
4
o
C, se agitó mediante vortex a la pastilla y se dejó incubar por media hora en hielo. 
Posteriormente, se centrifugaron las bacterias en CaCl2 0.1 M a 4
o
C por 10 min a 5000 
rpm, se decantó el sobrenadante y se resuspendieron en 2ml de CaCl2 para un volumen 
final de 4ml (protocolo modificado de Sanbrocks). Finalmente, se transformaron las 
bacterias calcio competentes con un plásmido control a 1ng/µl para verificar la 




 pueden ser usadas 
para la transformación de las ligaciones). 
 
5.2.3.2. Ligación de los RNAi’s en el vector lineal pGSH1-HOXB13  
La reacción de ligación del vector lineal pGSH1-GFP (GELANTINS San Diego, 
CA, ASA) se realizó con un µl en el vector pGSH1-GFP (50ng/µl), 1µl de oligos 
alineados (10ng/µl), 5"µl del buffer de ligación 2X(Tris-HCl 250 mM (pH 7.6), MgCl2 
50 mM, ATP 5 mM , DTT 5 mM, 5 mM DTT), 1"µl de la enzima T4 ligasa (5u/µl) y 2µl 
de agua miliQ para un volumen final de reacción de 10"µl. Las reacciones de ligación se 
incubaron a 4
o











5.2.3.3. Transformación y minipreparación de los DNA’s plasmídicos 
Las ligaciones correspondientes a los RNAi’s se transformaron en 50"µl de 
bacterias Escherichia coli competentes cada una con 5"µl del producto de ligación 
(aproximadamente a 0.2 ng/µl) y se incubaron las bacterias por 30 min en hielo, después 
se aplicó un choque térmico a 42
o
C por 45 seg, se agregaron 100µl de medio SOC 
(tryptone-Bacto® 2.9g, extracto de levadura-Bacto® 0.5g, NaCl 1M 1ml, KCl 1M 
0.25ml, Mg2 stock (MgCl2 1M 1ml• 6H2O, MgSO4 1M• 7H2O) y glucosa 2M 1m 
aforado a 100ml de agua destilada) se colocaron a 37
o
C por 30min en un incubador, 
horizontal agitandose a 225rpm. Finalmente se plaquearon 50µl en cajas petri con agar 
LB con Kanamicina 0.5 µg/µl, se crecieron toda la noche a 37
 o
C.  
Las colonias bacterianas obtenidas de la transformación de los plásmidos 
pGSH1-HoxB13 RNAi’s así como el plásmido control, se inocularon en tubos de 
ensayo con 3ml de medio LB y 15µl de Kanamicina 0.5 µg/µl. Los tubos fueron puestos 
en agitación constante a 250rpm a 37°C durante toda la noche para la posterior 
obtención de los DNA’s plasmídicos por el método de lisis alcalina modificado de 
Birnboim y Doly en 1979 como se describe a continuación. 
Un volumen de 1.5ml de cada cultivo bacteriano fue colocado en tubos 
eppendorf de 1.5ml. Los cultivos se centrifugaron por 2 min a 14000 rpm (este paso se 
realizó dos veces para procesar los 3ml de medio LB), se descartó el sobrenadante y se 
les agregó 150µl de solución I (Tris-HCl 25mM pH 8, EDTA 10mM pH 8), los 
paquetes celulares se resuspendieron mediante agitación con vórtex y se incubaron por 
5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se les añadió 150µl de solución II 
(NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezclaron por inversión, y se incubaron 3min en hielo. 
Posteriormente, se les adicionaron 150µl de solución III (KOAc 5M, CH3COOH), se 
agitaron por inversión y se incubaron 10min a - 20°C. Pasado el tiempo de incubación, 
los tubos se centrifugaron durante 10min a 14000rpm y los sobrenadantes, que 
contenían los DNA’s plasmídicos, se transfirieron a tubos eppendorf estériles de 1.5ml, 
se les agregó un volumen de cloroformo (450µl), se mezclaron mediante vórtex y se 
centrifugaron durante 5min a 14000rpm. 
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Las fases superiores se transfirieron a tubos eppendorf estériles de 1.5ml  
agregándoles inmediatamente 2.5 volúmenes de etanol al 100% frío (1.13ml), se 
agitaron los tubos por inversión y se incubaron mínimo 30min a -20°C, para que los 
DNA’s plasmídicos se precipitaran al fondo del tubo. Terminada la incubación, los 
tubos se centrifugaron durante 5min a 14000 rpm, se descartaron los sobrenadantes y las 
pastillas de DNA’s se lavaron con 400µl de etanol al 70% mediante vórtex, después se 
centrifugaron por 5min a 14000rpm, se eliminó completamente el sobrenadante y se 
secaron a 37°C durante 10min. Finalmente, los DNA’s plasmídicos fueron 
resuspendidos en 20µl de H2O miliQ que contenía RNAsa a una concentración final de 
0.02mg/ml. Los DNA’s aislados fueron utilizados para el análisis con enzimas de 
restricción y/o almacenados a -20°C.  
 
5.2.3.4. Análisis de restricción de los plásmidos recombinantes 
Se realizaron reacciones de digestión con enzimas de restricción para verificar 
los DNA´s plasmídicos con los RNAi’s utilizando el sitio único de restricción HindIII 
en cada uno de los RNAi’s con 17.2µl de agua miliQ, 2"µl del buffer de restricción 10X, 
0.2µl de la enzima HindIII 10u/µl, y por último 0.5µl del DNA plasmídico (DNAp) 
para obtener un volumen final de 20"µl. Se incubaron las reacciones a 37
o
C por 2 horas y 
los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1.2% para la verificación de la 
linearización del vector en una sola banda.  
Posteriormente, se utilizó una segunda estrategia para reconfirmar los insertos de 
los RNAi’s, se llevó a cabo una doble digestión con las enzimas que se encuentran a los 
extremos 5’ y 3’ de los oligonucleotidos codificantes de los RNAi’s esperando la 
liberación de un fragmento de 64 pares de bases. Cada una de las reacciones se llevó a 
cabo con 16.4µl de agua miliQ, 2µl de buffer H 10X (Tris-HCl 500 mM pH 7.5, 
MgCl2100 mM, Dithiothreitol (DTT), NaCl 10 mM y 0.3µl de NotI 50U/µl y BamHI 
10U/µl y un µl de DNAp 100ng/µl.  
  
5.2.3.5. Purificación de los plásmidos pGSH1-HOXB13  
Una vez caracterizados los plásmidos recombinantes éstos fueron purificados 
mediante preparación a mediana escala usando columnas Qiagen (Qiagen® Plasmid 
Handbook CA, USA). Las bacterias conteniendo los plásmidos se crecieron en 100ml 
de medio LB, posteriormente se centrifugaron a 6000g por 15 min a 4º C, se 
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resuspendieron las pastillas en dos ml de buffer P1 (Tris-Cl 50mM pH 8.0, EDTA 
10mM y RNasa 100 µg/ml), se unieron en 4ml y se les agregó 4 ml de buffer de lisis P2 
(NaOH 200mM y SDS 1%) se incubó cada uno de los plásmidos cinco minutos a 
temperatura ambiente, mientras tanto se realizó el preenfriado del buffer P3 de 
neutralización (Acetato de Potasio 3.0 M PH 5.5), posteriormente se agregaron 4ml del 
buffer P3 pre-enfriado y incubaron durante 15 minutos. Al final de los 15 min de 
incubación se centrifugaron a 20 000g por 30 min a 4
o
C, se removió el sobrenadante y 
se centrifugó de nuevo el sobrenadante a 20 000g por 15 min a 4
o
C, mientras tanto se 
equilibraron columnas QIAGEN-tip 100 con 4 ml de buffer QBT (NaCl 750 Mm, 
MOPS 50 mM, pH 7.0; 15% isopropanol (v/v) y Tritón® X-100 0.15% ). El 
equilibrio de las columnas se llevó a cabo por gravedad y por último se eluyó el DNAp 
con 5 ml de buffer QF NaCl 1.25 M, Tris-Cl 50mM, pH 8.5 y isopropanol al 15%) que 
por ultimo se precipitó el DNAp con 3.5 ml de isopropanol se mezcló por inversión y 
centrifugó inmediatamente a 15 000g 30 min a 4 
o
C para después lavar la pastilla con 
dos ml de etanol al 70% y se centrifugó a 15 000g por 10 min, para dejar secar la 
pastilla y finalmente resuspender en uno a dos ml de agua miliQ. Finalmente. se 
cuantificó la concentración de los DNAp’s extraídos en ng/µl y se evaluó su pureza en 
un rango de longitud de onda 260/280 (") en el Nanodrop ND-100 TM (Termo 
Scientific) para lo cual se inicializó el aparato colocando 2µl de agua miliQ, 
posteriormente se colocaron 2µl del blanco y por último 2µl de cada uno de los 
plásmidos purificados. La concentración de los DNAs purificados varió de 495 a 720 
ng/µl y la relación de absorbancia 260/280 de los plásmidos fue de 1.8 a 1.9 lo que 














5.3 Detección del silenciamiento del RNAm de HOXB13 con los RNAi’s 
 
5.3.1. Transfección de los plásmidos pGSH1-HOXB13 RNAi´s  
Para la transfección de la línea celular B16F10 con los plasmidos conteniendo 
los RNAi’s, primero se plaquearon las células en cajas de 96 pozos con 3000 células por 
pozo y al día siguiente se procedió a la introducción de los DNAs plasmídicos 
purificados usando el método de polietilenimina (PEI). Se probaron los cuatro RNAi’s a 
partir de un stock de los plásmidos de aproximadamente 1 µg/µl para transfectar a las 
concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8µg totales en un volumen de 20 ul y las diluciones 
se llevaron a cabo con NaCl 150 mM y se utilizó una relación de un volumen/volumen 
del agente transfectante PEI (150mM) de acuerdo a la siguiente fórmula:  
 
µlPEI= ((µg DNApx3xNIP5)/150mM 
 
PEI= agente transfectante polietilenimina 
 
DNAp= DNA plasmídico 
 
NIP= Número de fosfatos relación constante 5 
 
Se mezclaron los DNA plasmídicos codificantes de los RNAi’s en una 
proporción de vol/vol y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente para que se 
formara el complejo PEI/DNAp. Posteriormente, se agregaron  20 µl de éste complejo a 
las células B16F10 previamente tratadas con medio fresco DMEMF12. Estas células se 
incubaron a 37 
o










5.3.2. Detección del transcrito Hoxb13  
 Para la detección del transcrito de Hoxb13 en las células B16F10 de melanoma 
murino correspondientes a los sitios de silenciamiento génico de cada uno de los 
RNAi’s se diseñaron los oligonucleotidos descritos en la tabla 5 que permitieron 
amplificar 234, 202, 173 y 189 pb correspondientes al sitio del silenciamiento de los 
RNAi’s I, II, III y IV. La reacción consistió de 1 µl del producto de la reacción RT, en 
un tubo eppendorff de 1.5 ml al que se le añadió además 14 !l de H2O miliQ, 2.5 !l de 
buffer 10X (500 mM KCl, 100mM Tris-HCl y 1% Triton X-100), 0.75 !l de Cloruro de 
Magnesio 50 mM, 0.25!l dNTP’s 20mM, 3!l de los oligonucleótidos 5’ y 3’ 5µM 
(Tabla 5) y finalmente se agregaron 0.5!l de la enzima Taq polimerasa 5U/!l 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las condiciones de amplificación fueron un min de 
desnaturalización inicial un ciclo, 94 ºC un min de desnaturalización, 55 a 65 ºC un min, 
y un min de extensión a 72 ºC 35 ciclos, extensión final 72 ºC durante 5 min como se 
muestran en la Tabla 6. La temperatura de alineamiento fue 63.5, 65.3, 64.2 y 63.2 
o
C 
respectivamente para las amplificacion de Hoxb13 con los RNAi’s I-IV y como control 
interno se utilizó el gen endogeno !-actina.  
 
Tabla 5. Oligonucleótidos para la detección del silenciamiento de Hoxb13 
Gen Oligonucleótido Secuencia 
HOXB13 DTHB13-11 5’ 5'-CTTGGATGGAGCCAAGGATA-3' 
HOXB13 DTHB13-12 3’ 5'-CCGCCTCCAAAGTAACCATA-3' 
HOXB13 DTHB13-21 5’ 5'-GTTGCCAGGGAGAACAGAAC-3' 
HOXB13 DTHB13-22 3’ 5'-GAGATCTTGCGCCTCTTGTC-3' 
HOXB13 DTHB13-31 5’ 5'-TGAGAGGCCCCTAGAGACAA-3' 
HOXB13 DTHB13-32 3’ 5'-GCCACTGTCAGGATGAATGA-3' 
HOXB13 DTHB13-41 5’ 5'-TTCATCGTCAGGATGAATGA-3' 
HOXB13 DTHB13-42 3’ 5'-GGTGTAATGGAAGGGGGTCT-3' 
!-actina !act 276 5’ 5'-CGTGATGGTGGGCATGGG- 3' 







Tabla 6. Programa de amplificación para la deteción del silenciamiento de 
HOXB13 
Temperatura Tiempo Ciclo Etapa 
94 ºC 1 min 1 ciclo Desnaturalización 
55-65ºC 1 min 35 ciclos Alineamiento 
72 ºC 1min 1 ciclo Extensión 
72 ºC 5 min 1 ciclo Extensión Final 
 
5.4 Inmunodetección de HOXB13 mediante Western Blot por el silenciamiento de 
los RNAi’s 
Las muestras de las células transfectadas con los RNAi’s fueron también 
utilizadas para la inmunodetección de la proteína HOXB13. Para ello, se corrieron 
mediante electroforesis SDS-PAGE al 12% y se realizó la transferencia de las proteínas 
a una membrana de Nitrocelulosa (OSMONICS, Minnesota, MN, USA) acomodando el 
gel y la membrana en una cámara de transferencia húmeda vertical Mini PROTEAN$ 3 
Cell (BIO RAD, CA, U.S.A). La membrana fue tratada previamente con buffer de 
transferencia 1X (preparado a partir de una solución 10X: TRIS BASE 15.15g, Glicina 
72g) para aumentar su permeabilidad. Tambien las esponjas y los papeles filtros fueron 
sumergidos en el buffer de transferencia 1X. La cámara de electroforesis se llenó con el 
buffer de transferencia hasta cubrirla totalmente y se corrió a 10 V toda la noche. 
Posteriormente, se tomó la membrana y se lavó con agua miliQ y se colocó en la 
solución rojo de Ponceu concentrado (Sigma-Aldrich Química, Toluca, México) por 5 
min para verificar la transferencia. Después, se bloqueó con la solución TBS-T 1X 
(preparado a partir de una solución 10X: TWEEN$ 20 al 2%)(Sigma-Aldrich Química, 
St. Louis , MO, USA) por 2 h a temperatura ambiente y agitación constante a 150 rpm. 
Terminado el bloqueo se incubó con el anticuerpo primario IgG anti-HoxB13 (Santa 
Cruz, CA, USA) disuelto en TBS 1X en la dilución 1:10 000 a temperatura ambiente 
con agitación constante a 150 rpm por 2 horas. Al término de la incubación se 
realizaron tres lavados de 5 min cada uno con TBS-T 1X. Posteriormente, se incubó con 
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el anticuerpo secundario IgG HRP acoplado a peroxidasa de rábano disuelto en TBS 1X 
por 1 h a temperatura ambiente en agitación constante a 150 rpm. Posteriormente, se 
dieron tres lavados más de 10 min cada uno con TBS-T 1X. Enseguida la membrana se 
colocó en contacto con 500 µl (Volúmen/Volúmen) con los sustratos de 
quimioluminiscencia solución 1 y 2 de ECL (Amersham Biosciences, Buckingham, 
England) por 1 min. El exceso del reactivo se eliminó tomando la membrana con 
cuidado con las pinzas y colocándola sobre una sanita. La membrana se expuso por 
varios tiempos (1, 3, 5 y 30 min) o desde 1 hora a toda la noche hasta detectar las 
bandas de interés en oscuridad dentro del casete y sobre esta una película (Daigger, IL, 
USA). La película se secó con cuidado y con la ayuda de una pinza se colocó por 1 min 
en la solución reveladora (Estman Kodak Company, NY, USA) agitando suavemente, 
después se enjuagó con agua corriente por 1 min y finalmente se pasó a la solución 
fijadora (Estman Kodak Company NY, USA) por 1min. 
 
5.5. Silenciamiento génico de Hoxb13 por RNAi’s en la viabilidad celular  
Tres mil células B16F10 se utilizaron por pozo en los ensayos de viabilidad 
celular usando tres repeticiones en tres experimentos independientes, en un volumen de 
200!l de medio de cultivo DMEMF12 y se incubaron por 12 horas a 37°C en una 
atmósfera de 5% de CO2 para permitir que las células se adhirieran al fondo de la 
microplaca. Al término de la incubación se retiró el medio de cultivo de los pozos y se 
aplicaron los tratamientos de dosis respuesta de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8µg totales de cada uno 
de los plásmidos codificantes a los RNAi’s en un volumen de 200!l. Posteriormente, se 
incubó por 24 horas a 37°C en una atmósfera de 5% CO2. Al término del periodo de 
incubación se eliminó el medio de cultivo con cuidado utilizando una pipeta de 200µl y 
se colocaron 200!l de medio fresco y 20!l de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (Sigma-Aldrich) a una concentración de 5mg/ml. Las células se 
incubaron nuevamente a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2 por 2 horas y media, al 
terminar se removió el medio con una pipeta de 200µl y se añadieron 100 !l de 
dimetilsulfóxido concentrado (DMSO; Sigma-Aldrich) para disolver los cristales de 
formazán, los cuales fueron formados por la reducción metabólica del MTT realizada 
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Esta reacción permitió determinar 
la viabilidad celular, la cual depende directamente proporcional de la cantidad de 
cristales formados, que difractan la longitud de onda a 570nm  analizada en el 
espectrofotómetro (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioteK, Winooski, 
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VT, USA). En éste experimento se utilizó como control las lecturas de cada uno de los 
experimentos células sin los RNA de interferencia y como blanco de lectura pozos 
vacíos solo con un volumen de 100!l DMSO. Al finalizar las lecturas se llevaron a cabo 
los cálculos para determinar la viabilidad celular: 
 
% = D.O (a) de las células tratadas x 100 
D.O  (b) de las células controles 
  
• D.O (a) es la densidad óptica del cultivo después de la exposición a una 
concentración de los RNAi’s (promedio de los experimentos por triplicado). 
• D.O (b) es la densidad óptica del cultivo control (células sin los RNAi’s). 
 
A partir de ello se calcularon las concentraciones que producen la reducción de 




5.6 Silenciamiento génico de Hoxb13 por RNAi’s en combinación con los  
Quimioterapéuticos Cisplatino y Doxorrubicina 
Se llevó a cabo el mismo protocolo que en el punto anterior donde se aplicaron 
los tratamientos de los plásmidos codificantes de los RNAi’s I y II en la dosis que 
presentaron un mayor efecto sobre la viabilidad celular (0.8µg totales en un volumen de 
200!l). Posteriormente, se incubó por 24 horas a 37°C en una atmósfera de 5% CO2 y 
se aplicaron los tratamientos de dosis respuesta de los quimioterapeuticos 
Doxorrubicina a 10, 30, 50, 70 y 90 picogramos por µl (pg/µl) y de igual forma 
Cisplatino a una curva dosis respuesta de 1, 3, 5 y 7 µg/µl. Al término del periodo de 
incubación se eliminó el medio de cultivo con cuidado utilizando una pipeta de 200µl y 
se colocaron 200!l de medio fresco y 20!l de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (Sigma-Aldrich) a una concentración de 5mg/ml. Las células se 
incubaron nuevamente a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2 por 2 horas y media, al 
terminar se removió el medio con una pipeta de 200µl y se añadieron 100 !l de 
dimetilsulfóxido concentrado (DMSO; Sigma-Aldrich) para disolver los cristales de 
formazán, los cuales fueron formados por la reducción metabólica del MTT realizada 
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Esta reacción permitió determinar 
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la viabilidad celular, la cual es directamente proporcional de la cantidad de cristales 
formados, que difractan la longitud de onda a 570nm en el espectrofotómetro 
(Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioteK, Winooski, VT, USA). En 
éstos experimentos se utilizaron como control las lecturas de cada uno de los 
experimentos células sin los RNA de interferencia y como blanco de lectura pozos 
vacíos solo con un volumen de 100!l DMSO al 99.5%. Al finalizar las lecturas se 
llevaron a cabo los siguientes cálculos para determinar la viabilidad celular: 
 
% = D.O (a) de las células tratadas x 100 
D.O  (b) de las células controles 
 
• D.O (a) es la densidad óptica del cultivo después de la exposición a una 
concentración de los RNAi’s (promedio de los experimentos por triplicado). 
• D.O (b) es la densidad óptica del cultivo control (células sin los RNAi’s). 
 
A partir de ello se calcularon las concentraciones que producen la reducción de la 
viabilidad celular en un 50 %, (concentración citotóxica media CC50). 
Además, se analizó el probable efecto aditivo de los RNAi’s y de los inmuno- 
moduladores a la CC50. Para analizar el efecto aditivo de la combinación de los 
RNAi´s, se llevaron acabo curvas dosis respuesta para cada uno de los 
quimioterpéuticos en el caso de Doxorrubicina las concentraciones utilizadas son 10, 
30, 50, 70, 90 pg/µl en el caso del Cisplatino las concentraciones fueron 1, 3, 5 y 7 
µg/µl al detectar las CC50 usaron buscando un efecto aditivo con las dosis CC50 de los 
RNAi’s I y II ya que estos mostraron una diferencia significativa comparados con el 
control y esto correspondió a 0.6 y 0.8µg totales de los plásmidos codificantes a los 
RNAi I y RNAiII. Para dicho análisis realizamos tratamientos con 50pg Doxorrubicina, 
en combinación del RNAi I y II así como 5 y 3 µg/µl de cisplatino en combinación de 







6.1. Estandarización de la amplificación del gen HOXB13 en líneas celulares 
Para estandarizar la amplificación del gen HOXB13 en líneas celulares se 
eligieron las líneas celulares B16F10, MCF-7 y SiHa. La expresión de HOXB13 en 
MCF-7 y SiHa fue descrita previamente por Alami et al., 1999 y Chu et al., 2004 
respectivamente. 
 
6.1.1. Obtención de los RNA’s totales a partir de líneas celulares 
 El aislamiento de los RNA’s totales de los paquetes celulares MCF-7, SiHa y 
B16F10 se llevó a cabo mediante el método de Trizol descrito previamente en 
materiales y métodos. La Figura 3 muestra los resultados obtenidos de la extracción de 
los RNA’s totales con buena calidad electroforética ya que se observan de manera 
definida las bandas de los RNA’s ribosomales 28S y 18S que indican la buena calidad 
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Figura 3. Extracción de RNA’s totales en las líneas celulares SiHa, B16F10 y MCF-7. Los 
RNA’s totales obtenidos de las líneas celulares por el método de Trizol se analizaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Los RNA´s totales de células SiHa (carriles 1 y 2), MCF-7 
(carril 3) y B16F10 (carriles 4 y 5) muestran las bandas 28S y 18S de los RNA ribosomales que 





6.1.2. Amplificación del gen !-actina mediante RT-PCR 
 Los RNA’s totales obtenidos de las líneas celulares SiHa, MCF-7 y B16F10 
fueron utilizados para la síntesis de los DNAc’s mediante transcriptasa reversa. La 
amplificación gen constitutivo !-actina se realizó para corroborar la calidad de los 
RNA’s totales obtenidos y analizar la eficiencia de la reacción de retrotranscripción. El 
producto amplificado obtenido de 276pb correspondió al tamaño esperado para !-actina 
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 M            1          2           3           4           5           6          (+)      (-) 
Figura 4. Amplificación del gen !-actina en los DNAc’s obtenidos de las células SiHa, MCF-7 y 
B16F10 mediante RT-PCR punto final. La amplificación de !-actina a partir de los DNAc’s de las 
células SiHa ( carril 1), MCF-7 ( carriles 2 y 3) y B16F10 (carriles 4 y 5) muestran la banda de 
amplificación esperada de 276 pb usando una temperatura de alineamiento de 60°C y una 
concentración de 1.5mM de MgCl2. El carril (-) contiene a la reacción de PCR sin DNAc’s blanco y 
el carril (+) contiene los DNAc’s totales de células HeLa, M es el marcador de peso molecular # 
digerido con la enzima de restricción PstI. 
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 La amplificación de !-actina en los DNAc’s obtenidos de las líneas celulares 
mostró una buena intensidad en la banda que indica una calidad óptima de las 
extracciones de RNA incluso para la línea B16F10 donde se encontró que !-actina 
amplifica a las mismas condiciones que las líneas MCF-7 y SiHa. 
 
6.1.3. Amplificación del gen HOXB13 mediante RT-PCR 
Una vez confirmada la calidad de los DNAc’s se realizó la amplificación 
mediante PCR punto final del gen HOXB13 que muestra la banda de 300pb esperada a 
partir de los DNAc’s de las líneas celulares, MCF-7, SiHa y B16F10. En estas líneas 
celulares se realizó la estandarización exitosa de la amplificación del gen HOXB13 








































M     (+)       1     (-)       2      3        4       5 
Figura 5. Amplificación del gen HOXB13 en los DNAc’s obtenidos de las células SiHa, MCF-7 
y B16F10 mediante RT-PCR punto final. La amplificación de HOXB13 a partir de los DNAc’s 
obtenidos de las células SiHa (carril 1), MCF-7 (carriles 2 y 3) y B16F10 (carriles 4 y 5) muestra la 
banda de amplificación esperada de 300pb usando una temperatura de alineamiento de 62°C y una 
concentración de 1.5 mM de MgCl2.
 
El carril (-) contiene la reacción de PCR sin DNAc’s blanco y 
el carril (+) contiene los DNAc’s totales de las células HeLa. El carril M es el marcador de peso 






6.2. Construcción de plásmidos recombinantes con los RNAi’s para el 
silenciamiento de HOXB13 
 
6.2.1. Diseño de los oligonucleótidos codificantes a los RNA’s de interferencia para 
HOXB13  
 Usando el programa siRNA Target Finder de la compañía AMBION 
(http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) se diseñaron cuatro 
oligonucleótidos antisentido (Figura 6A) que se dirigieron al RNAm del gen HOXB13 
para su silenciamiento cada uno de los oligonucleótidos presentaron un contenido 
máximo de el 50% de GC (guanina-citocina) además de 4 o más A’s o T’s (Adeninas o 
Timinas) recomendado por los algoritmos del programa siRNA Target Finder para su 
posterior clonación en vectores con el promotor de la polimerasa III. Cada uno de los 
oligonucleótidos correspondientes a los RNAs de interferencia (RNAi’s) I al IV se unen 
al mensajero de HOXB13 en las posiciones nucleotídicas 193, 868, 1235 y 1365pb para 
el silenciamiento. En el programa AmplifiX se llevó a cabo la alineación virtual de los 
RNAi’s (Figura 6B) que muestran las secuencias de apareamiento en HoxB13. Además, 
los oligonucleótidos presentan los sitios de restricción BamHI y NotI en los extremos 5’ 


























RNAi I            RNAi  II                       RNAi III                                  RNAi IV 
Posición nucleotídica 
                 193                       868                                1235                                            1365   
B 
Figura 6. Diseño y alineamiento de las secuencias de los RNAi’s para HOXB13. A) Se diseñaron 
cuatro diferentes RNAi’s para el transcrito HOXB13 usando el programa Target-finder de la compañía 
Ambion descrito en materiales y métodos. Los RNAi’s se dirigieron a las posiciones nucleotídicas 193, 
868, 1235 y1365 correspondiendo a los RNAi’s I, II, III y IV respectivamente. B) La estructura 
secundaria de los RNAi’s presentan los sitios de restricción BamHI y NotI en los extremos 5’ y 3’ 
respectivamente; además contienen un sitio HindIII en la estructura del asa para su caracterización. Se 
alinearon las secuencias nucleotídicas de los RNAi’s mediante un gradiente de temperaturas descrito en 





6.2.2. Clonación de los RNAs de interferencia para HOXB13 I-V en el vector 
pGSH1-GFP 
 Para la construcción de los plásmidos codificantes de los RNAi’s I al IV que 
permitieron el silenciamiento del gen Hoxb13 en la línea celular B16F10 (de melanoma 
murino); se ligaron los RNAi’s previamente alineados mediante un gradiente de 
temperatura a el vector lienal pGSH1-GFP (Figura 8A) que tiene como gen reportero a 
GFP (Green Fluorescent Protein) que permitió visualizar cualitativamente la eficiencia 
de las transfecciones con los RNAi’s. Los RNAi’s corresponden a 64pb (Figura 7B) con 
tres sitios de restricción para las enzimas BamHI, HindIII y NotI para su caracterización. 
Se ligaron las secuencias correspondientes a los RNAi’s I-IV al vector pGSH1-GFP 





















Figura 7. Diagrama de clonación de los RNAs de interferencia en el vector pGSH1-GFP. A) 
El vector pGSH1-GFP lineal (Gelantis San Diego, CA) digerido con las enzimas BamHI y NotI 
se ligó a los RNAi’s I-IV, previamente alineados con un gradiente de temperatura B) como se 







Los resultados mostraron trece clonas (Figura 8) de las transformaciones para 
los plásmidos pGSH1-GFP-RNAiI-IV de las cuales cinco pertenecen a el RNAi I 
(carriles 1-5), tres al RNAi II (carriles 6-8), dos al RNAi III (carriles 9-10) y tres al 
RNAi IV (carriles 11-13). Además, se transformó una quinta secuencia correspondiente 
a un RNAi que no se dirige al gen Hoxb13 proporcionada como control en el kit 
GeneSilencer® shRNA Expression Vectors compañía GELANTIS (10190 Telesis 


















6.2.3. Caracterización de los plásmidos pGSH1-HOXB13 –RNAi´s I-V 
La caracterización de los plásmidos codificantes de los RNAi’s I-V se inició con 
la obtención de los DNAp pGSH1-HOXB13 RNAi I-V, mediante el método de 
minipreparación por lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Los plásmidos fueron 
caracterizados con la enzima de restricción HindIII debido a que es un sitio único de 
restricción en la estructura asa en cada una de las secuencias de los RNAi’s (Figura 9A). 
La Figura 9B muestra la digestión de los plásmidos con la enzima HindIII que permitió 
I                   II           III          IV                      V                     
  1     2      3     4      5     6     7     8     9    10     11   12   13       14    15    16    17    18   19       
RNAi’s 
Figura 8. Clonación de los RNAs de interferencia de HOXB13 I-V. La ligación del vector a 
los insertos (RNAi’s) fueron transformados en E. coli DH5" calcio competentes y las colonias 
obtenidas fueron utilizadas para el análisis de los DNAs plasmídicos recombinantes que fueron 
analizados en un gel de agarosa 0.8%. Los plásmidos recombinantes con los RNAi I (carriles 1-
5), RNAi II (carriles 6-8), RNAi III (carriles 9 y 10), RNAi IV (carriles11-13) y RNAi V 
(carriles 14-19) 
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seleccionar como clonas positivas todas las reacciones en las que se linearizó el DNAp 
(DNA plasmídico). Para ello se tomó como control positivo el DNAp sin digerir 
correspondiente a la clona identificada como 1 de cada una de las transformaciones. 
Para el plásmido pGSH1-HOXB13 RNAi I las cinco clonas resultaron positivas, para el 
plásmido pGSH1-HOXB13-RNAi II las tres clonas obtenidas fueron positivas, de igual 
forma para los plásmidos pGSH1-HOXB13-RNAi III y IV; con excepción del plásmido 
pGSH1-HOXB13- RNAi V en que solo la clona número 4 resultó positiva.  
                     I                                                    II                         III                   





    lineal 
(-)     1        2        3                            1       2      3     4      5      6     (-)  
         IV                                                    V 
Plásmido 
 !lineal" 
Figura 9. Caracterización de las clonas en pGSH1-RNAiHOXB13 I-IV con HindIII. Los 
DNAs plasmídicos recombinantes conteniendo los RNAi’s fueron digeridos con la enzima 
HindIII para determinar la presencia de los RNAi’s. El producto de la digestión con HindIII sitio 
único de restricción en la estructura asa del RNAi se linearizó A) lo que permitió determinar las 
clonas positivas. Los números romanos indican los RNAs interferencia y los testigos (-) 
corresponden al DNAp sin digerir como se muestra en B). El RNAi V corresponde a una 
secuencia que no codifica como antisentido de HoxB13 (Genlantis San Diego, CA) utilizada 




 Se decidió re-confirmar cada clona, utilizando los sitios de restricción BamHI y 
Not I localizados en los extremos 5’ y 3’ de los RNAi’s respectivamente (Figura 9A). 
La Figura 10B muestra los plásmidos pGSH1-RNAiHOXB13 I-IV digeridos con las 
enzimas BamHI y Not I que corroboran la presencia de los insertos codificantes de los 
RNAi’s I-IV. Las colonias positivas liberan un fragmento de 64 nucleótidos que 
corresponde al inserto de cada uno de los RNAi’s, a la par se corrió como testigo 
positivo un par de oligonucleótidos alineados previamente mediante un gradiente de 
temperatura. 
II                  I II                 IV     I 
(+)      1       2        3       4        5         1       2       3      1      2        1      2       3      (+) 
A 
B 
1     2     3      4     5       6     (+) 
V    
Figura 10. Caracterización de las clonas pGSH1-HOXB13 I-V con BamHI y NotI. Los DNAs plasmídicos 
recombinantes con los RNAi’s fueron confirmados mediante doble digestión con las enzimas BamHI y NotI 
que constituyen sitios únicos de restricción en los extremos 5’ y 3’ de los RNAs de interferencia. Los controles 
(+) muestran los oligonucleóticos alineados de los RNAs de interferencia . 
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Una vez caracterizados los plásmidos recombinantes éstos fueron purificados 
mediante preparación a mediana escala usando columnas de Qiagen (Qiagen® Plasmad 
kit) como se describe en materiales y métodos. Los plásmidos fueron cuantificados en 
concentración y pureza mediante absorbancia con luz ultravioleta a 260 y 280 nm como 
se muestra en la Figura 11. La concentración de los DNAs purificados varió de 495 a 
720 ng/µl y la relación de absorbancia 260/280 de los plásmidos fue de 1.8 a 1.9 lo que 
indica que estos plásmidos tienen una buena calidad para ser transfectados en la línea 
celular B16F10. 
 I      I I     II I    IV   V 
     Rel. 260/280 [ ng/µl ] 
           I)   1.8       495 
          II)  1.92       702 
         III)  1.83       622 
         IV)  1.9       719 
          V)  1.8         720 
Figura 11. Purificación de los plásmidos pGSH1-HOXB13 I-V. Los DNAs plasmídicos 
correspondientes a la clona positiva número 1 de los RNAi’s-HOXB13 I-IV y a la clona 4 del 
RNAi-HOXB13 V. Las concentraciones de los DNAs purificados fueron de 495 a 719 ng/#l con 
una pureza mayor a 1.8 en la relación 260/280 de absorbancia que indica la buena calidad de los 





6.2.4. Confirmación de los RNAi’s I-IV mediante secuenciación 
  
 Una vez purificados los plásmidos codificantes pGSH1-HOXB13-RNAiI-IV se 
confirmaron mediante determinación de la secuencia nucleotídica en la Unidad de 
Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología en la UNAM, Cuernavaca; 
Morelos. La secuencia nucleotídica de los RNAi’s I-IV fue confirmada en todas las 
clonas e incluso se logró secuenciar más de 1000 pares de bases en todos los casos 
como se muestra en la Figura 12 con la secuencia obtenida en el RNA’i HOXB13-III.  
 Los resultados descritos anteriormente muestran la exitosa caracterización y 
purificación de cada uno de los plásmidos pGSH1-HOXB13-RNAiI-IV que nos 













6.3. Efecto de los RNAi’s en el silenciamiento del RNA mensajero de HOXB13 
 Para analizar el efecto de los RNAi’s en el silenciamiento del gen HOXB13 por 
PCR punto final se diseñaron oligonucleótidos sitio específicos para el RNAm de 
HOXB13 (Figura 13). Cuando el silenciamiento de HOXB13 es efectivo no se detecta la 
amplificación de la banda esperada para el RNA mensajero. Por el contrario, la 
amplificación de las bandas 234, 202, 173 y 189 pb del mensajero HOXB13 muestran la 
presencia de los sitios donde fueron dirigidos los RNAi’s I-IV respectivamente 
mostrando la falta de silenciamiento. 
Figura 12. Secuencia nuecleotídica del RNAi-HOXB13-III mediante secuenciación. El DNA 
plasmídico pGSH1-HOXB13 III fue secuenciado en la Unidad de Síntesis y Secuenciación del 
Instituto de Biotecnología en la UNAM, Cuernavaca, Morelos. La secuencia nucleotídica del 























La Figura 14 muestra la amplificación mediante punto final del gen Hoxb13 a 
partir de los DNAc’s de la línea celular B16F10 transfectada con los plásmidos 
contienen los RNAi’s Hoxb13 a concentraciones que variaron de 0.1, 0.2 y 0.4µg totales 
a las 48 horas de su transfección con el método PEI descrito en materiales y métodos. 
Los resultados mostraron la amplificación de la banda de 234pb (Figura 14A) a 0.2µg 
totales del plásmido con el RNAi I en contraste a 0.4µg no se detectó la amplificación 
del RNAm de Hoxb13 lo que indica el silenciamiento del mensajero. De la misma 
forma a los DNAc’s transfectados con 0.1µg totales del RNAi II amplificó la banda de 
202pb pero a las concentraciones de 0.2 y 0.4µg totales tampoco se detectó la 
amplificación de Hoxb13 indicando de nuevo el silenciamiento exitoso (Figura 14B). 
En contraste, los DNAc’s de células transfectadas con los RNAi’s III y IV amplificaron 
las bandas de 173 y 189pb respectivamente a 0.2 y 0.4µg totales indicando la falta de 
Figura 13. Estrategia para determinar el silenciamiento de Hoxb13 con los RNAi’s. Se diseñaron 
oligonucleótidos específicos para detectar el mensajero de Hoxb13 en los sitios a donde se dirigió el 
silenciamiento con (amarillo) de los RNAi’s I al IV respectivamente. La falta de amplificación muestra 
que no se detecta la presencia del mensajero de HOXB13 mostrando que el silenciamiento es efectivo; 
por el contrario la amplificación de las bandas 234, 202, 173 y 189pb corresponde a los sitios donde 
fueron dirigidos los RNAi’s I-IV respectivamente mostrando la falta de silenciamiento. 
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silenciamiento de Hoxb13 (Figs. 14C y D). En conjunto estos resultados muestran el 
silenciamiento del mensajero de Hoxb13 con los RNAi’s I y II a concentranciones de 
0.4 µg y 0.2 µg repectivamente que fueron validados con la amplificación simultanea 





























6.4. El Silenciamiento génico de HOXB13 afectó la expresión de GFP y de la 
proteína HOXB13 
El silenciamiento génico de HOXB13 con los RNAi’s I y II fue visualizado con 
la expresión de la proteína verde fluorescente (GFP) a 48 horas después de la 
transfección, donde se muestra el mayor efecto en la viabilidad celular de B16F10 con 
el RNAi II. La Figura 15 muestra en A) células B16F10 sin transfectar, B) células 
B16F10 tratadas con 0.2µg totales del RNAi II que mostró un ligero efecto en la muerte 
celular ya que se visualizan, C) un gran número de células fluorescentes. Las células 
B16F10 tratadas en D) con 0.8 µg totales del RNAi II mostraron un mayor efecto en la 
viabilidad que en E) muestra la reducción del número de células que expresan GFP. 
Adicionalmente, el silenciamiento de HOXB13 también se detectó a nivel de la proteína 
Figura 14. Silenciamiento del RNAm Hoxb13 con los RNAi’s I y II. La detección del RNAm de Hoxb13 se 
realizó mediante PCR punto final en los DNAc’s obtenidos de las células B16F10 transfectadas con los 
plásmidos que codifican los RNAi’s I al IV. Los plásmidos conteniendo los RNAi’s A) pGSH1-HOXB13 I, B) 
pGSH1-HOXB13 II, C) pGSH1-HOXB13 III y D) pGSH1-HOXB13 IV corresponden a cada una de las 
transfecciones analizadas mediante PCR. Los resultados muestran el silenciamiento de Hoxb13 en los RNAi’s I 
y II; además de la amplificación del gen endógeno !"actina como gen de referencia y control interno. M 
corresponde al marcador ladder 100pb y el control positivo(+) corresponde al DNAc de la línea celular B16F10 
sin transfectar. 
 
C M   (+)    0.2µg     0.4µg  (-)         D       M    (+)    0.2µg   0.4µg    (-) 
 
Hoxb13 
A M (+)    0.2µg    0.4µg    (-)            B        M     (+)  0.1µg  0.2µg  0.4g (-) 
202 pb 
Hoxb13 






273 pb 273 pb 
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analizada mediante inmunodetección. La presencia de la homeoproteina HOXB13 de 32 
kDa en F) muestra la disminución de la expresión cuando es transfectada con el 
plásmido codificante al RNAi I con 0.8µg totales (carril 2). Así mismo en también se 
observa una disminución mayor en la expresión de la proteína HOXB13 con el RNAi II. 
El silenciamiento de HOXB13 fue validado usando el control del gen endógeno $-
actina detectado a 42 kDa. Estos resultados en conjunto demostraron que el 
silenciamiento de HOXB13 afecta notablemente la viabilidad de las células B16F10 así 
como la expresión de GFP y de la expresión de la homeoproteína HOXB13 en 
concordancia con los resultados previamente mostrados en el silenciamiento génico del 


































Figura 15. Efecto de RNAi´s I y II en la expresión de GFP e inmunodetección de la proteína 
HOXB13. A) células B16F10 sin transfectar, B) células 48 horas después de transfección con el plásmido 
codificante para el RNAi-II 0.2 #g totales y C) visualización de la expresión de GFP, D) visualización de 
GFP en células transfectadas con el plásmido RNAi II a 0.8 #g totales E) y F). Disminución de la 
expresión de la proteína HOXB13 mediante western blot en células B16F10 transfectadas con 0.8#g 
totales del los plásmidos pGSH1-HOXB13-RNAi-I y II (carril 2) comparadas con la expresión de 





6.5. Efecto del silenciamiento génico de HOXB13 en la viabilidad celular  
 Para analizar el efecto del silenciamiento génico de HOXB13 sobre la viabilidad 
de la línea celular B16F10 se utilizaron concentraciones crecientes de cada plásmido 
con los RNAi’s usando MTT. Este ensayo evalúa la reducción metabólica del Bromuro 
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima 
mitocondrial succinato-deshidrogenasa permitiendo determinar la funcionabilidad 
mitocondrial de las células tratadas y su supervivencia; el protocolo es descrito a detalle 
en materiales y métodos.  
 
6.5.1. Silenciamiento de HOXB13 con el RNAi I en la viabilidad celular  
 El silenciamiento génico de HOXB13 usando el RNAi I afectó la viabilidad 
celular de B16F10 de un 69% hasta un 53% usando concentraciones de 0.2 a 0.8µg 
totales. El efecto máximo en la viabilidad celular se correspondió aproximadamente a la 
concentración citotóxica media (CC50) de concentración 0.8µg totales con el RNAi I 

















Figura 16. Silenciamiento de HOXB13 con el RNAi I en la viabilidad celular de B16F10. Las 
células fueron transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8µg totales del plásmido 
pGSH1-HOXB13RNAiI con el método PEI descrito en la metodología. La viabilidad celular 
analizada mediante el método MTT después de 48 horas de incubación mostró que la 
concentración de 0.8 µg del plásmido pGSH1-I afectó severamente la viabilidad celular de 







6.5.2. Silenciamiento de HOXB13 con el RNAi II en la viabilidad celular de B16F10 
 En la figura 18 el silenciamiento génico de HOXB13 con el RNAi II afectó la 
viabilidad celular con mayor potencia que el RNAi I ya que a partir de 0.2 µg se afectó 
la viabilidad celular de B16F10 en un 41%. Así mismo el efecto máximo del 
silenciamiento a 0.8µg totales (Figura 17) afectando severamente la viabilidad celular 
de B16F10 hasta en un 64% a las 48 horas de la transfección. La CC50 se estimó 


















6.5.3. RNAi III en la viabilidad celular de B16F10 
 La figura 18 muestra que el RNAi-III a 48 horas de transfectado a 
concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8µg totales no mostró efecto significativo sobre la 
viabilidad de la línea celular B16F10. Estos resultados apoyan lo previamente descrito 
en la Figura 15 C donde se amplificó el RNAm de HOXB13 en todos los casos, es decir 
Figura 17. Silenciamiento génico de HOXB13 con el RNAi II en la viabilidad celular de 
B16F10. Las células fueron transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8µg totales 
del plásmido pGSH1-HOXB13RNAiII con el método PEI descrito en la metodología. La viabilidad 
celular analizada mediante el método MTT después de 48 horas de incubación mostró que la 
concentración de 0.8 µg del plásmido pGSH1-II afectó severamente la viabilidad celular de 





no hubo silenciamiento sobre HOXB13 al transfectar la línea celular B16F10 con el 















6.5.4.  Efecto del silenciamiento de HOXB13 con el RNAi IV sobre la viabilidad 
celular de B16F10 
El análisis del silenciamiento génico de HOXB13 con el RNAi IV estimó que la 
CC50 fue de aproximadamente 0.8µg totales (Figura 19) afectando la viabilidad celular 














Figura 19. Efecto del RNAi-IV en la viabilidad celular de B16F10. Las células fueron 
transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 µg totales del plásmido pGSH1-
HOXB13-RNAi-IV con el método PEI descrito en la metodología. La viabilidad celular 
analizada mediante el método MTT después de 48 horas de incubación mostró el mayor efecto 
a 0.8µg totales del plásmido pGSH1-IV con un 46% de disminución en la viabilidad celular. 
 
 
Figura 18. RNAi-III de HOXB13 en la viabilidad celular de B16F10. Las células fueron 
transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 µg totales del plásmido pGSH1-III con el 
método PEI descrito en la metodología. La viabilidad celular analizada mediante el método MTT 
después de 48 horas de incubación mostró que todas las concentraciones usadas del plásmido 






6.5.5 Uso del RNAi V como control en la viabilidad celular de B16F10 
Como se esperaba el plásmido pGSH1-HOXB13-RNAi-V que contiene 
secuencias al azar, usado como control negativo (figura 20) no afectó el silenciamiento 
génico de HOXB13 ya que no mostró ningún efecto significativo sobre la viabilidad 



























Figura 20. Uso del RNAi-V como control en la viabilidad celular de B16F10. Las 
células B16F10 fueron transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 µg 
totales del plásmido pGSH1-HOXB13-RNAi-V con el método PEI descrito en la 
metodología. Las concentraciones del plásmido usadas no afectaron significativamente 
la viabilidad celular de B16F10 determinada mediante MTT después de 48 h de 
incubación. El plásmido pGSH1- HoxB13-RNAi-V contiene secuencias que no afectan 






6.6. Análisis del silenciamiento génico con los RNAi’s I y II sobre la viabilidad 
de la línea celular B16F10 
 En la figura 21 se muestra el efecto combinado de los RNAi’s I y II a 
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 µg totales de cada uno de los plásmidos donde la 
CC50 se estimó a 0.6µg totales. El mayor efecto en la viabilidad celular de 45% se 
observó a 0.6µg . Estos resultados no mostraron el efecto aditivo esperado ya que para 
el RNAi I mostró el 40% de efecto a 0.6 µg totales (Fig. 14) y para el RNAi II mostró el 























Figura 21. Efecto combinado de los RNAi’s I y II en la viabilidad celular de B16F10. Las células 
B16F10 fueron transfectadas usando concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 µg totales de los plásmidos 
pGSH1-HOXB13-RNAi I y II con el método PEI descrito en la metodología. La concentración de 






6.7 Análisis del silenciamiento génico con los RNAi’s I-V sobre la viabilidad de la 
línea celular B16F10 
En resumen el efecto de los cuatro RNAi’s contra Hoxb13 sobre la viabilidad de 
la línea celular B16F10 se muestra simultaneamente en la Figura 22. Los resultados 
muestran claramente que el mayor efecto del silenciamento de Hoxb13 se obtuvo con el 
RNAi II que disminuyó la viabilidad celular de B16F10 hasta un 64%. Un efecto en 
menor grado se obtuvo con el RNAi I que disminuyó la viabilidad celular de B16F10 en 
un 47%. De forma similar pero con menor efecto el RNAi IV alcanzó el máximo efecto 
(47%) en la viabilidad celular con 0.8µg totales. En contraste, el RNAi III no presentó 
un ningún efecto en la viabilidad celular de B16F10 ya que muestra menor efecto que el 





























Figura 22.Efecto de los RNAi’s I-V sobre la viabilidad de B16F10. Las células B16F10 fueron 
transfectadas usando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8µg totales de los plásmidos pGSH1-
HOXB13-I-V con el método PEI descrito en la metodología. Los plásmidos pGSH1-HOXB13-I y 
II obtuvieron el mayor efecto en la viabilidad de B16F10 con un 47% y 64% a la concentración de 
0.8µg totales respectivamente. El plásmido pGSH1-HOXB13-III no tuvo efecto sobre la viabilidad 
celular sin embargo el plásmido pGSH1-HOXB13-IV afectó en un 48% la viabilidad celular a la 
concentración de 0.8µg totales. El plásmido V que codifica para un RNAi quimérico no afectó la 
viabilidad celular de B16F10. Se transfectaron por el método PEI y se determinó el % de mediante 






6.8.  Silenciamiento génico de HOXB13 por RNAi’s en combinación con los  
quimioterapéuticos Cisplatino y Doxorrubicina 
 
6.8.1. Sensibilización de la línea celular B16F10 a Doxorrubicina 
 En la figura 23 se muestra el efecto de la sensibilización de la línea celular 
B16F10 con el quimioterapéutico Doxorrubicina donde la concentración citotóxica 


















6.8.2.  Efecto combinado de Doxorrubicina y el RNAi I HOXB13 en la línea 
celular B16F10 
 Se sensibilizó la línea celular B16F10 con el quimioterapeutico Doxorrubicina a 
50 pg/µl correspondiente a la concentración citotóxica media y se transfectó a 0.8 y 0.6 
µg totales del RNAi I Figura 24. Los resultados mostraron un efecto del 73% sobre la 
viabilidad celular de B16F10 que correspondió a 0.6 ug totales del RNAi I y 50 pg de 
Doxorrubicina y un 63% de efecto al ser transfectada con 0.8 µg totales del RNAi I y 50 
Figura 23. Efecto del quimioterapéutico Doxorrubicina sobre la viabilidad celular de B16F10. 
Las células fueron tratadas usando concentraciones de Doxorrubicina de 10, 30, 70 y 90 pg/µl. La 
viabilidad celular analizada mediante el método MTT después de 48 horas de incubación mostró la 
CC50 a 50 pg/µl aproximadamente y el mayor efecto sobre la viabilidad celular a 90 pg/µl de 
Doxorrubicina con un 68 % de disminución de la viabilidad celular. 
 64 
pg de Doxorrubicina, encontrando mayor efecto al transfectar 0.6 µg totales comparado 
con los 0.8 µg totales correspondientes a la CC50 y a el mayor efecto sobre la viabilidad 
celular encontrado en experimentos anteriores al transfectar el plásmido con el RNAi I, 
por lo que se puede concluir que a 0.6 µg totales es el máximo efecto de silenciamiento 
génico de HOXB13 y un quimioterapéuticos en este caso la Doxorrubicina en B16F10 






























Figura 24. Efecto del quimioterapeutico Doxorrubicina y el RNAi I sobre la viabilidad 
celular. Las células fueron tratadas usando la concentración citotóxica media del Doxorrubicina 
50pg/µl y a la vez transfectadas con 0.8 y 0.6µg totales del RNAiI, con el método PEI descrito en 
la metodología. La concentración de 0.6 µg del RNAi I y 50 pg de doxorrubicina afectó 




















6.8.3.  Efecto de la sensibilización de la línea celular B16F10 con Doxorrubicina y 
el RNAi II 
Se sensibilizó la línea celular B16F10 con el quimioterapeutico Doxorrubicina a 
50 pg/µl correspondiente a la concentración citotóxica media (CC50) y se transfectó con 
0.8 y 0.6 µg totales del RNAi (Figura 25). Los resultados mostraron que el efecto en la 
viabilidad celular correspondió a un 63 y 64% con 0.6 y 0.8 µg del RNAi II 
respectivamente y 50 pg de Doxorubicina. Sin embargo, si se toma en cuenta que 0.8 µg 
totales corresponden al efecto máximo de silenciamiento (64%) sobre B16F10 con el 
RNAi II no se detectó efecto aditivo con el quimioterapeutico Doxorrubicina. 
 
 
6.8.4. Sensibilización de la línea celular B16F10 con el quimioterapéutico 
cisplatino 
En la figura 26 se muestra el efecto de la sensibilización de la línea celular 
B16F10 con el quimioterapéutico cisplatino donde la concentración citotóxica media 






Figura 25. Efecto del quimioterapéutico Doxorrubicina y el RNAi II sobre la viabilidad celular. Las 
células B16F10 fueron tratadas usando la concentración citotóxica media del Doxorrubicina 50pg/µl y a la 
vez transfectadas con 0.6 y 0.8µg totales del RNAi II, con el método PEI descrito en la metodología. La 
concentración de 0.6 y 0.8 µg del RNAi I y 50 pg de Doxorrubicina afectaron la viabilidad celular en un 

















6.8.5. Efecto de la sensibilización de la línea celular B16F10 con cisplatino y el 
RNAi I 
 Se sensibilizó la línea celular con el quimioterapéutico cisplatino a 5 µg/µl 
correspondiente a un efecto del 63% en la viabilidad celular en ensayos preliminares se 
había transfectado con 0.6 y 0.8 µg totales del RNAi I obteniendo un efecto del 40 y 
47% sobre la viabilidad celular. Los resultados mostrados en la Figura 27 
correspondieron a un efecto en la viabilidad celular del 19% y 31% con 0.6 y 0.8 µg 
respectivamente del RNAi I en combinación con 3 y 5µg/µl de cisplatino. Lo que nos 
indica que no se encontró efecto combinado sobre la viabilidad celular de B16F10 con 
el quimioterapeutico cisplatino y el RNAi I ya que incluso el efecto del RNAi I sin el 








Figura 26. Efecto del quimioterpéutico cisplatino sobre la viabilidad celular de B16F10. 
Las células fueron tratadas usando concentraciones de Cisplatino de 1, 3, 5, y 7  µg/µl. La 
viabilidad celular analizada mediante el método MTT después de 48 horas de incubación 























6.8.6. Silenciamiento génico de HOXB13 de la línea celular B16F10 con cisplatino y 
el RNAi II 
Se sensibilizó la línea celular B16F10 con el quimioterapéutico cisplatino a 5 
µg/µl correspondiente a un efecto del 63% en la viabilidad celular en ensayos 
preliminares y se transfectó con 0.6 y 0.8 µg totales del RNAi II. Los resultados 
mostraron (Figura 28) que el efecto en la viabilidad celular correspondieron a un 77 y 
79% con 0.6 y 0.8 µg respectivamente del RNAi II en combinación con 3 y 5µg/µl de 
cisplatino respectivamente. El efecto en la viabilidad fue de un 61% y 64% con el RNAi 
II a 0.6 y 0.8µg totales respectivamente, con la sensibilización de B16F10 con cisplatino 
a 5 y 3µg/µl a la par de la transfección con 0.6 y 0.8µg totales del RNAi II afectó 
severamente la viabilidad celular en un 77 y 79%. Lo que nos indica que aún cuando 
0.6µg no corresponde a el efecto máximo sobre la viabilidad celular es una 
concentración optima para aumentar el efecto sobre la viabilidad celular del RNAi II en 




Figura 27. Efecto del quimioterapéutico Cisplatino y el RNAi I sobre la viabilidad celular. Las 
células fueron tratadas usando concentraciones las 3µg/ul de cisplatino y a la vez transfectadas con 
0.8 y 0.6 µg totales de el RNAi I con el método PEI descrito en materiales y métodos; al mismo 




RNAi II a 0.8µg totales (CC50) y 3µg/µl en el tratamiento solo nos aumentó el efecto 
en un 2%, de 77% (a 0.6µg del RNAi II y 3µg/µl) sugiriendo que el máximo de efecto 




















6.9.  Análisis Bioestadístico del efecto de los RNAi’s I-IV sobre la viabilidad 
celular de B16F10  
La tabla 7 muestra el análisis de varianza mediante un ANOVA de una vía en el 
silenciamiento génico de HOXB13, donde se muestra una diferencia significativa 
(p<0.0001) entre los RNAi’s I-IV, pero no así entre las concentraciones usadas de 0.2, 
0.4, 0.6 y 0.8 µg totales (p 0.1579); en cada uno de los experimentos la n fue igual a 40 
con una %=0.05. Lo que indica que la diferencia significativa corresponde a las 
secuencias de los RNAi’s y no es debida a la concentración. Por otro lado, al llevar a 
cabo la prueba Dunnet de medias (Figura 29) se corroboró el comportamiento de cada 
uno de los RNAi’s, donde se muestra que los RNAi’s I y II se comportan diferente al 




Figura 28. Efecto del quimioterapéutico Cisplatino y el RNAi II sobre la viabilidad celular. Las 
células fueron tratadas usando concentraciones las 3 ug/ul de cisplatino y a la vez transfectadas con 
0.8 y 0.6ug totales de el RNAi II con el método PEI descrito en materiales y métodos; al mismo 
tiempo sensibilizadas con 5ug/ul y 3ug/ul respectivamente, afectaron la viablilidad hasta en un 77% y 
79% 
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marcada el RNAi III también es diferente al control, suficiente para mostrar una 
diferencia significativa al afectar la viabilidad celular de B16F10. Por último, el RNAi 
IV se comportó similar al control ya que se traslaparon y por lo tanto no mostró 
diferencia significativa. Se muestra en la Figura 29 como se traslapa el control y 
tratamiento con el RNAi IV lo que significa que no se afectó la viabilidad celular. 
 
 















4 74610.63 18652.7 60.1628 <.0001 
Concs 0.2, 
0.4, 0.6 y 
0.8 µg 
totales 
3 1629.17 543.1 1.7516 0.1579 
Error 192 59526.95 310.0   









































Figura 29. Análisis del silenciamiento génico de HOXB13 con los RNAi’s en la 
viabilidad celular de B16F10 mediante prueba de medias Dunnet. La gráfica 
muestra los valores de las medias de Dunnet en la viabilidad celular en el silenciamiento 
génico de HoxB13 presentan diferencia significativa (p<0.0001) con los RNAi’s I y II 
comparados con el control (RNAi V) en contraste con los RNAi III y IV que no 
mostraron diferencia significativa. Aunque el RNAi III se comportó diferente al control 
ya que tiende a aumentar la viabilidad celular y el RNAi IV no mostró diferencia 







Durante el desarrollo de esta tesis se realizó el silenciamiento génico de Hoxb13 
en la línea celular B16F10 de melanoma murino con dos diferentes RNAi’s. Para llegar 
a este propósito se amplificó el gen Hoxb13 mediante RT-PCR punto final en tres líneas 
celulares, MCF-7 de cáncer de mama, SiHa de carcinoma cervical y la línea celular 
B16F10. A la par se llevó a cabo el diseño de cuatro oligonucleótidos antisentido 
dirigidos al mensajero de HoxB13 denominados RNAi’s I, II, III, IV con la 
particularidad de que fueron dirigidos a las posiciones 193, 868, 1235 y 1365 pb 
respectivamente del RNAm de Hoxb13. Posteriormente, se realizó la clonación de los 
RNAi’s I-IV en el vector pGSH1-GFP que posteriormente permitieron el 
silenciamiento del gen Hoxb13 en la línea celular B16F10; se ligaron los RNAi’s 
previamente alineados mediante un gradiente de temperatura al vector lineal pGSH1 
que posee el gen reportero GFP para visualizar cualitativamente la eficiencia de las 
transfecciones con los RNAi’s. Una vez caracterizados los plásmidos codificantes con 
los RNAi’s, se secuenciaron las clonas positivas, y se purificaron los DNA’s para tener 
una buena eficiencia de transfección con el agente PEI (polietilenimina). Las células 
B16F10 fueron seleccionadas debido a que presentaron una mayor eficiencia de 
transfección comparadas con MCF-7 y SiHa, ya que después de 48hrs de transfección 
fue posible detectar la proteína Verde Fluorescente, en comparación con las otras dos 
líneas celulares (SiHa y MCF-7) en las cuales desde las primeras horas se detectaba la 
baja eficiencia de transfección, y muy pocas células fluorescentes. Además, la línea 
celular B16F10 proporciona mayores perspectivas para el análisis del silenciamiento 
génico en un modelo murino in vivo. 
La estrategia para detectar si el silenciamiento de Hoxb13 fue efectivo, se diseñó 
mediante la detección de la falta de amplificación de la banda esperada para su RNA 
mensajero. Por el contrario, la amplificación de las bandas de 234, 202, 173 y 189pb del 
mensajero Hoxb13 mostraron la presencia de los sitios donde fueron dirigidos los 
RNAi’s I-IV respectivamente y su falta de silenciamiento. La amplificación se realizó 
mediante punto final del gen Hoxb13 a partir de los DNAc’s de la línea celular B16F10 
transfectada con los plásmidos que contienen los RNAi’s a concentraciones variaron de 
0.1, 0.2 y 0.4µg totales a las 48 horas de su transfección con el método PEI descrito en 
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materiales y métodos. Los resultados mostraron la amplificación de la banda de 234pb 
cuando las células fueron transfectadas con 0.2µg totales del plásmido con el RNAi I en 
contraste con la transfección de 0.4µg totales donde no se detectó la amplificación del 
RNAm de Hoxb13 lo que indica efectivamente el silenciamiento del mensajero. De la 
misma forma, los DNAc’s transfectados con el RNAi II amplificaron la banda de 202pb 
a las concentraciones de 0.1 µg totales mientras que a concentraciones de 0.2 y 0.4 no 
detectaron la amplificación de Hoxb13 indicando de nuevo el silenciamiento exitoso. En 
contraste, los DNAc’s de células transfectadas con los RNAi’s III y IV amplificaron las 
bandas de 173 y 189pb respectivamente a 0.2 y 0.4µg totales indicando la ausencia del 
silenciamiento de Hoxb13 a estas concentraciones. Estos resultados fueron validados 
con la amplificación simultánea del gen constitutivo !-actina en las mismas condiciones 
experimentales en todas las transfecciones realizadas. En conjunto estos resultados 
muestran evidentemente el silenciamiento del mensajero de Hoxb13 con los RNAi’s I y 
II a concentraciones de 0.4 µg y 0.2 µg respectivamente. La ausencia de silenciamiento 
génico para los RNAi’s III y IV se debe probablemente a que estos RNAi’s se 
encuentran dirigidos a regiones río arriba del 3’ del RNAm, lo cual no es extraño ya que 
existen factores que influyen sobre la efectividad del silenciamiento génico, uno de ellos 
es el sitio de unión al mensajero lo que es independiente de cada gen (Ortiz-Quintero 
2009). Sin embargo, a la fecha no han sido publicados sitios de mayor efectividad de 
silenciamiento por interferencia por lo que es posible que este factor influya en un punto 
y momento clave la transcripción del gen. 
El silenciamiento génico de Hoxb13 con los RNAi’s I y II a nivel del RNAm fue 
corroborado con los experimentos de inmunodetección de la proteína HOXB13 en la 
línea celular B16F10. Los resultados mostraron una disminución drástica en la 
inmunodetección de esta homeoproteína al ser transfectada con los RNAi’s I y II a la 
concentración de 0.8µg totales respectivamente; en comparación con el control (línea 
celular B16F10 sin transfectar). Esto confirma los resultados del efecto de los RNAi’s I 
y II sobre el transcrito de Hoxb13, al comparar visual y cualitativamente el efecto de los 
RNAi’s I y II sobre la homeoproteína HOXB13. De la misma forma que lo descrito 
anteriormente el RNAi II disminuye drásticamente a HOXB13 a pesar de que las 
transfecciones fueron hechas en las mismas condiciones para los dos RNAi’s. En 
conclusión el silenciamiento de Hoxb13 afectó la expresión de la Homeoproteína 
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HOXB13 con los RNAi´s I y II en las células B16F10 transfectadas a 0.8µg totales, 
mostrando el mayor efecto del RNAi II en comparación con el RNAi I. 
Para corroborar estos resultados se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular 
en una curva dosis respuesta para cada uno de los RNAi’s, a las concentraciones de 0.2, 
0.4, 0.6 y 0.8µg totales de DNA de cada uno de los plásmidos codificantes y un quinto 
RNAi quimera proporcionado por la compañía GELANTIS utilizado como control 
negativo. Los resultados con el RNAi I a 0.2µg totales transfectados mostraron un 69% 
de viabilidad celular ya que aún se detectaba el transcrito del RNAm de Hoxb13 por 
punto final y a 0.4µg la viabilidad celular disminuyó al 63% cuando el transcrito ya no 
se detectó indicando el inicio del silenciamiento génico de Hoxb13. El efecto máximo 
del RNAi I se encontró a 0.8 µg totales donde la viabilidad celular correspondió a la 
concentración citotóxica media (CC50) de 53% en el que no se detectó el RNAm de 
Hoxb13. Así mismo, para el RNAi II los resultados de viabilidad celular corroboran en 
mayor medida lo obtenido en el silenciamiento de Hoxb13 por punto final ya que a 0.2 y 
0.4µg se obtuvo un 59 y 44% respectivamente en la viabilidad celular coincidiendo con 
el punto final donde ya no se detectó el transcrito, apoyando el silenciamiento génico 
del RNAm de Hoxb13. El mayor efecto se obtuvo a 0.8 µg totales con solamente un 
36% de la viabilidad celular. En contraste, para el RNAi III el efecto sobre la viabilidad 
celular no fue significativo ratificando los resultados de punto final donde se amplificó 
el transcrito de Hoxb13 en todas las concentraciones usadas. De forma sorprendente, el 
RNAi IV mostró efecto sobre la viabilidad celular de B16F10 a pesar que por RT-PCR 
aún se detectó el transcrito post-transfección a 0.2, y 0.4 µg totales y el máximo efecto 
de este RNAi fue encontrado a 0.8µg totales concentración que no fue analizada por 
RT-PCR.  
Para confirmar los resultados obtenidos se llevó acabo el análisis bio-estadísico 
de las curvas dosis respuesta de los cuatro RNAi’s HOXB13 I-IV en la línea B16F10 
utilizando como control el RNAi quimera proporcionado por GELANTIS para 
determinar si el silenciamiento génico de los RNAi’s afectaba la viabilidad celular de 
manera significativa. El análisis de varianza ANOVA de una vía muestra que existe una 
diferencia significativa entre los RNAi’s I y II (p<0.0001) comparados con el control. 
Sin embargo, el efecto entre las concentraciones usadas no mostró diferencia 
significativa en cada uno de los experimentos la n=40 y una !=0.05. Lo que indica que 
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la eficiencia del silenciamiento se lleva acabo por la secuencia del RNAi y no por la 
concentración a la que es transfectada. 
 Por otro lado, al llevar a cabo la prueba Dunnet se corroboró que los RNAi’s I y 
II mostraron efecto significativo sobre la viabilidad celular de B16F10 (p=0.0001). Esto 
indica que existe diferencia significativa entre los RNAi I y II es decir, se comportan 
diferente al control (RNAi V). Por otro lado, el RNAi IV tiene también efecto sobre la 
viabilidad celular aunque no es tan drástico como el de los RNAi I y II, mientras que el 
RNAi III completamente se traslapa con el control lo que indica que se comporta igual a 
nuestro control negativo por lo que no tiene efecto sobre la viabilidad . 
En ésta tesis demostramos el silenciamiento génico de Hoxb13 con los RNAi´s I 
y II a nivel de RNAm usando la detección de los mensajeros mediante RT-PCR punto 
final y a nivel de la homeoproteinas HOXB13 mediante inmunodetección western blott 
en las células transfectadas. Así mismo, el silenciamiento génico de Hoxb13 afectó 
drásticamente la viabilidad celular por lo que la inhibición mediada por RNAi’s a 
HoxB13 es un modulador proliferativo de las células B16F10 de melanoma de ratón. 
También, se analizó el efecto aditivo de los RNAi’s I y II en una curva dosis 
respuesta a las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 µg totales de cada uno 
respectivamente, presentando un efecto máximo de 45% a 0.6 µg totales en contraste 
con lo encontrado anteriormente para esta concentración donde el RNAi I mostró 
individualmente un efecto del 40% y el RNAi II un 61% por lo que se puede afirmar 
que aumentó un 5% el efecto combinado de los RNAi’s I y II en comparación al RNAi I 
sin embargo no mostró mayor efecto que el RNAi II por lo que su efecto no fue aditivo. 
Estos resultados se deben a que probablemente existe una competencia entre los RNAi’s 
I y II desde su biogénesis para asegurar su eficiencia al silenciar Hoxb13.  
Además, se realizó la sensibilización de la línea celular B16F10 con los 
quimioterapéuticos Doxorubicina y Cisplatino con curvas dosis respuesta. Los 
resultados determinaron la CC50 de Doxorrubicina a 50 pg/µl y el efecto máximo del 
68% a 90 pg/µl con un 32% de la viabilidad celular. Así mismo, la CC50 de Cisplatino 
se obtuvo a aproximadamente a 7 µg/µl correspondiente a su mayor efecto. Tomando en 
cuenta estos resultados, se sensibilizó la línea celular B16F10 con Doxorrubicina a 50 
pg/µl que corresponde a la CC50 y se transfectó con 0.8 y 0.6 µg totales del RNAi I. Se 
obtuvo en un efecto del 63% sobre la viabilidad celular con 0.8 µg totales del RNAi I y 
50 pg/µl y para 0.6 µg un efecto del 73%. Si se toma en cuenta que 0.8 µg totales 
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corresponden al máximo efecto de silenciamiento en B16F10 (47%) se encontró un 
aumento de un 16% y 26% en la viabilidad celular, sin embargo a pesar de la drástica 
disminución el efecto no fue aditivo. Es muy posible que al aumentar la concentración 
de la transfección con 0.8µg totales del RNAi I y los 50pg de Doxorrubicina se observe 
menor efecto terapéutico que con la concentración de 0.6µg del RNAi I y los 50pg 
debido a que las células no alcanzaron a metabolizar tanto el quimioterapéutico como el 
RNAi lo que probablemente indujo una forma alterna de eliminación rápida de los 
compuestos sin permitirles el 100% del efecto. En resumen, el quimioterapéutico 
Doxorrubicina incrementó el efecto en la viabilidad celular en un 16% con 0.8µg y un 
26% a 0.6 µg totales del RNAi I. 
Al repetir este mismo experimento pero con el RNAi II se observó un efecto 
muy diferente, a 0.8 µg totales para el primer tratamiento encontramos un efecto del 
64% y a 0.6 µg totales un 63% lo que resultó en el mismo efecto que tuvieron las 
células con el RNAi II sin el quimioterapeutico que fue de el 64% sobre la viabilidad 
celular por lo que concluimos que no se detectó efecto aditivo del quimioterapéutico 
Doxorrubicina en combinación con el RNAi II debido a que probablemente esta 
concentración es la máxima eficiencia de transfección y las células no alcanzan a 
metabolizar los quimioterpéuticos por lo tanto no tienen efecto sobre la viabilidad 
celular. 
Al sensibilizar la línea celular con el quimioterapéutico Cisplatino a 5 µg/µl 
correspondiente a un efecto del 63% en la viabilidad celular en combinación con el 
RNAi I a 0.6 y 0.8 µg totales se obtuvo un efecto del 40 y 47% sobre la viabilidad 
celular respectivamente. Los resultados correspondieron a un efecto en la viabilidad 
celular de19% y 31% con 0.6 y 0.8 µg respectivamente del RNAi I en combinación con 
3 y 5µg/µl de cisplatino. Lo que indica que no se encontró efecto sobre la viabilidad 
celular de B16F10 con el quimioterapéutico cisplatino y el RNAi I, incluso el efecto del 
RNAi I sin el quimioterapéutico Cisplatino es mayor. 
Al analizar el efecto del quimioterapéutico Cisplatino a 5 y 3 µg/µl con el RNAi 
II a 0.6 y 0.8 µg totales mostraron sorprendentemente un efecto del 77 y 79 % 
respectivamente sobre la viabilidad celular aumentando el efecto en un 16 y un 15% 
respectivamente comparado con el efecto con el RNAi II individualmente . 
El efecto de los quimioterapéuticos con los RNAi’s disminuyeron la viabilidad 
celular en más de un 20% sobre el efecto de RNAi I con el quimioterapéutico 
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Doxorrubicina por el contrario se obtuvo mayor efecto con el RNAi II y Cisplatino, 
aunque fue una disminución drástica en la viabilidad celular de B16F10 no se obtuvo el 
100% de efecto lo que nos indica que no constituyó un efecto aditivo. Sin embargo, si 
se obtuviera el 100% de efecto en la viabilidad nos plantearía que la apoptosis de las 
células depende básicamente de HOXB13 como factor de transcripción y existen otros 
genes pro-apoptóticos como Bcl1 y Bcl2 que no se tiene evidencia a la fecha que sean 
controlados por HOXB13. Lo anterior indica que la disminución del 80% con los 
quimioterapéuticos es un resultado muy eficiente de la hipótesis planteada.  
Interesantemente, en nuestro trabajo encontramos un efecto significativo en la 
viabilidad de B16F10 células de melanoma murino donde se mostró el silenciamiento 
de HOXB13 incluso logramos aumentar este efecto al combinarlo con Doxorrubicina y 
Cisplatino. Los resultados obtenidos abren la posibilidad de probar este efecto in vivo 
con fines terapéuticos en melanoma. 
Estos resultados concuerdan con los propuestos por Ma et al., en el 2004 que 
subrayan la importancia de este gen debido a que los tejidos y células donde existe una 
sobre expresión de HOXB13 presentan el fenotipo maligno incrementando la migración, 
la motilidad celular e incluso la metástasis. Adicionalmente, postulan a este gen como 
asistente y/o marcador molecular en la determinación de la prognosis clínica de los 
pacientes con cáncer de mama, cérvix y ovario para ayudar a un diagnóstico temprano. 
En este punto los RNAi’s I y II en combinación con los quimioterapéuticos ofrecen una 
alternativa terapéutica para la supresión de tumores en tejido como un tratamiento 
eficaz en dichos cánceres.  
La disminución obtenida en esta tesis de la proliferación en la línea celular 
B16F10 así como la disminución de la proteína HOXB13 y del transcrito en esta línea 
celular nos da pie a proponer el silenciamiento de este gen con los RNAi’s I y II 
acompañada de los quimioterapéuticos Doxorrubicina y Cisplatino de vital importancia 
en la terapia génica de diversos procesos de cáncer mamario, cervical, de ovario , así 
como el melanoma maligno metastático distal.  
En contraste, estudios han mostrado el papel modulador de HOXB13 en 
humanos en próstata donde al aumentar su expresión funciona como un supresor de 
crecimiento de células malignas en próstata (Young-Rang et al., 2010). También en 
2010, Kalpana et al., encuentran que HOXB13 funciona como un supresor en tumores 
primarios de cáncer colo-rectal ya que este factor de transcripción se transcribe 
aberrantemente en células de cáncer colo-rectal y disminuye el crecimiento tumoral en 
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nódulos de ratón. Interesantemente, éstos autores postulan que HOXB13 actúa como un 
gen supresor de tumor en cáncer de próstata y lo proponen también como supresor de 
tumor en cáncer colo-rectal. Adicionalmente, un solo estudio en melanoma murino 
sugiere a HoxB13 como un gen supresor de tumor ya que al deletarlo y al volverlo a 
expresar reducen su conteo de colonias por placas (Muthusamy et al., 2006). Los 
resultados de esta tesis contrastan con lo obtenido por éstos autores quienes 
identificaron 17 genes que fueron silenciados por metilación usando un inhibidor de la 
metilación (5-aza-2-deoxycytidine). En éste trabajo expresaron establemente HOXB13 
en la línea celular de melanoma humano MelJuSo (deficiente de HOXB13) a niveles 
semejantes a los encontrados en Keratinocitos primarios, resultando en la reducción de 
formación de colonias en placa y la proliferación celular. HOXB13 transfectado en esta 
línea exhibió una disminución tumoral de cuatro veces comparada con el control, estos 
resultados indicaron a HOXB13 como un gen supresor de tumor.  
Una diferencia significativa entre piel, próstata y colon es que HOXB13 se 
encuentra normalmente expresado en epidermis adulta junto con otros genes HOX 
(Mack et al., 2005) mientras que se encuentra altamente expresado en próstata y colon 
(RangKim et al., 2010 y Ghoshal et al., 2010). En la epidermis adulta HOXB13 tiene un 
importante papel en la diferenciación epitelial; ya que es continuamente renovada en un 
programa de crecimiento, diferenciación y tiene influencia sobre la forma especializada 
de apoptosis (cornificación) en piel (Mack et al., 2005). Mack et al., en 2005 
demostraron que la sobre expresión de HOXB13 en un modelo epidermal adulto 
provoca una excesiva diferenciación terminal y un aumento en el desarrollo de 
cornificaciones provocando fenotipos anormales.   
Nuestros resultados apoyan también con lo obtenido por Lu et al., 2010, quienes 
señalan que HOXB13 tiene una función antiproliferativa, lo que se refleja en 
disminución de la angiogénesis y al medir los cambios morfológicos encuentran la 
disminución de cicatrices todo esto al probar en un cocktail los RNAi’s de HOXB13, 
COX1, COX2 y TGF-"-1, en nanopartículas de un acarreador que es un polímero 
catiónico en queratinocitos de Rata, y células PC3 (Lu et al., 2010). Por lo que el 
silenciamiento de HOXB13 puede llegar a ser una ventaja en el mejoramiento de la 
cicatrización celular al estar HOXB13 expresado en piel de feto y adulto en humanos 
permite la regeneración de cicatrices y su expresión no cambia en adultos (Komuves et 
al., 2003 y Stelnicki et al., 1998). Los autores proponen el uso de una molécula 
acarreadora con múltiples RNAi’s como terapia para el mejoramiento de las 
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condiciones de la piel en lesiones cutáneas provocadas por psoriasis y lupus 
eritematoso. Estas moléculas inhiben la expresión de más de un gen que promueven 
procesos , debido a que intervienen en rutas proinflamatorias, pro-angiogénicas y de 
proliferación celular entre ellos HOXB13, HOX1, TGF!1, TGF!2 y COX2 en 
keratinocitos de rata e in vivo. El método usado dérmico y epidérmico permite el 
silenciamiento génico de no solo un gen sino de varios, debido a que estas 
nanopartículas acarreadoras son estables por lo que el tratamiento es más efectivo y 
permite su uso terapéutico ya que además son farmacéuticamente aceptables.  
Los resultados obtenidos en esta tesis abren un campo muy amplio en la terapia 
del cáncer al proponer la formulación de un cocktail con las moléculas de RNAi´s I y II 
que presentaron un mayor efecto sobre la viabilidad celular, en un acarreador eficiente 
que permita disminuir la sobre-expresión de HOXB13 como una terapia eficaz en el 

























Los resultados obtenidos en ésta tesis nos permitieron concluir: 
1) Las células B16F10 presentaron altos niveles de expresión de HOXB13 y fueron 
seleccionadas debido a que presentaron una mayor eficiencia de transfección 
comparadas con MCF-7 y SiHa . 
2) El silenciamento de HOXB13 disminuyó la expresión de su RNAm con los 
RNAi´s I y II a las concentraciones de 0.4 µg y 0.2 µg respectivamente, 
mostrando un mayor efecto del RNAi II comparado con RNAi I. En contraste 
los RNAi’s III y IV no fueron capaces de afectar el silenciamiento de éste gen a 
0.2 y 0.4µg totales.  
3) El silenciamento de HOXB13 afectó la expresión de la Homeoproteína HOXB13 
con los RNAi´s I y II en las células B16F10 transfectadas a 0.8µg totales, 
mostrando el mayor efecto con el RNAi II en comparación con RNAi I. 
4) El silenciamento de HOXB13 disminuyó la viabilidad celular de B16F10 con los 
RNAi’s de interferencia I y II de 47 y 64% respectivamente. El análisis de 
varianza ANOVA de una vía muestra que existe una diferencia significativa 
entre los RNAi’s I y II (p<0.0001) y la prueba de Dunnet mostró efecto 
significativo sobre la viabilidad celular de B16F10 (p=0.0001). 
5) El RNAi IV mostró el máximo efecto en la viabilidad celular (47%) a 0.8µg 
totales (p=0.0001) mientras que el RNAi III no presentó un efecto significativo 
sobre la viabilidad celular de B16F10 de acuerdo a los análisis estadísticos de 
ANOVA y prueba de Dunnet.  
6) La combinación de los RNAi´s I y II no presentó un efecto aditivo ya que la 
disminución máxima fue de 45% a 0.6 µg totales mientras que para esa 
concentración el RNAi I mostró el 40% de efecto y el RNAi II un 66% . 
7) La combinación del RNAi I con el quimioterapéutico Doxorrubicina incrementó 
el efecto en la viabilidad celular en un 16% con 0.8µg y un 26% con 0.6 µg 
totales mientras que no se detectó el efecto aditivo del quimioterapéutico 
Doxorrubicina en combinación con el RNAi II.  
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8) La combinación del RNAi II con el quimioterapéutico Cisplatino incrementó el 
efecto en 16 y 15% en la viabilidad celular con 0.8 y 0.6 µg totales 
respectivamente dando un efecto máximo del 79% de reducción de la viabilidad, 
en contraste con el RNAi I que no mostró un efecto aditivo con este 
quimioterapéutico. 
 
Nuestros resultados abren la posibilidad de proponer el silenciamiento de HOXB13 
con los RNAi’s I y II como un nuevo blanco molecular terapéutico en diversas  
patologías neoplásicas en combinación con los quimioterapéuticos Doxorrubicina y 
Cisplatino. Así mismo, esta estrategia experimental de silenciamiento génico puede ser 
utilizada potencialmente en la reparación de tejido cutáneo y abre la posibilidad para 
estudios in vivo en ratones que permitan el análisis de tratamientos eficaces en diversos 
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